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Ausbau der photochemischen Methoden 


zur Untersuchung des sauerstoffiibertragenden Ferments. 
(Anwendung auf Essigbakterien und Hefezellen). 


Von 
Fritz Kubowitz und Erwin Haas. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem. ) 
(Eingegangen am 16. September 1932.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Zur Bestimmung des Absorptionsspektrums des sauerstoffiiber- 
tragenden Ferments -- durch photochemische Spaltung seiner Kohlen- 
oxydverbindung -— standen bisher 15 Linien hinreichender Intensitit 
zur Verfiigung, durch die in dem Gebiet zwischen 250 und 600 mu 
15 Punkte des Fermentspektrums, insbesondere Punkte der Haupt- 
bande im Blau, festgelegt worden sind!. Zur Bestimmung der lang- 
welligen Nebenbanden im Griin und Gelb reichten die Linien nicht 
aus. Die langwelligen Nebenbanden aber braucht man, um das 
Fermenthamin chemisch zu_ klassifizieren. Die langwelligen Neben- 
banden sind es auch, die fiir andere Haminverbindungen als ,.Haimo- 
globinbanden*: oder ,,Cytochrombanden“ allgemein bekannt sind, und 
so wird erst durch eine Bestimmung der langwelligen Ferment- 
banden die Verbindung mit der gewoéhnlichen Spektroskopie der 
Hamine hergestellt. 

Auf Vorschlag von Herrn Warburg haben wir es unternommen, die 
langwelligen Nebenbanden des Ferments zu bestimmen. Wir haben 
neue Lichtquellen benutzt, die Natrium- und Thalliumdampflampe 
der Osram-Studiengesellschaft?, und neue Effektkohlen* der Siemens- 


1 Diese Zeitschr. 214, 64, 1929. 

* Herr Dr. Krefft von der Osram-Studiengesellschaft hat die Thalliurn- 
dampflampe, Herr Dr. Patzelt von den Siemens-Plania-Werken hat die 
neuen Effektkohlen fiir uns anfertigen lassen. Beiden Herren sprechen 
wir auch hier unseren Dank aus. 
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Plania-Werke. 


Die 


F. Kubowitz u. 


Zahi der Linien 


dadurch von 15 auf 37. 


E. Haas: 


hinreichender 


Intensitat stieg 


In Abschnitt I dieser Arbeit sind die Methoden zusammengestellt, 
mit denen die 37 Linien aus den verschiedenen Lichtquellen isoliert 


wurden. 
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Hochleistungsbogenlampe. 


Abb. 1. 


Siemens-Pl: 


<, 500mm lang (Schneeweifikohle, 
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sind die Grammkalorien pro Minute, die der durch Blenden und Linsen 
geordnete Strahlenkegel, nach Reinigung durch Filter oder Mono- 
chromator, liefert. 


Da unser Liniensystem an wichtigen Stellen des Spektrums Liicken 
aufwies, haben wir auch versucht, durch spektrale Zerlegung eines 
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mtinuums eine liickenlose Serie hinreichend intensiver Spektral- 
reiche zu gewinnen. Die Hochleistungsbogenlampe, die wir fiir 
liesen Zweck gebaut haben, ist in Abb. 1 skizziert. 


Wegen der zu kleinen Intensitat im Blau waren die gewéhn- 
lichen Bogenkohlen fiir Versuche mit prismatischer Zerlegung un- 
brauchbar. Eine Kohle, die auch Blau intensiv emittiert, ist die 
schneeweiBe" Effektkohle der Siemens-Plania-Werke, deren Docht 
ein Gemisch von Salzen seltener Erden enthalt. Zwar emittiert 
diese Kohle kein Kontinuum, aber eine so dichte Folge von Linien, 
daB ihr Bogen fiir unsere Zwecke als Kontinuum betrachtet werden 
kann. 

Das Licht dieses Bogens zerlegten wir mit einem Monochromator, 
dessen Prismen (brechende Flichen 70 qem) in Youngscher Anordnung 
montiert und auswechselbar waren. Die Prismen waren von schwerem 
oder leichtem Flintglas. Da schweres Flintglas im Blau ab- 
sorbiert, die Dispersion von leichtem Flintglas aber im Jangwelligen 
Teil des Spektrums nicht ausreicht, so wurde im Blau mit Leicht- 
flintglasprismen, im langwelligeren Gebiet mit Schwerflintglasprismen 
gearbeitet. | 


Mit diesen Hilfsmitteln haben wir das Gebiet zwischen 385 
und 665 my in hinreichend schmale Bezirke hinreichender Inten- 
sitit aufgeteilt. Im Abschnitt IL dieser Arbeit ist die Breite der 
Spektralbezirke und ihre Intensitét in Grammkalorien pro Minute 
angegeben. 


Messung der Lichtintensitit. 

Die Lichtintensitét wurde wéhrend der Bestrahlung der Objekte 
gemessen. Durch eine in den Strahlengang eingeschaltete Glas- 
oder Quarzscheibe wurde ein Teil des Lichtes in eine lichtelektrische 
Zelle abgezweigt, deren Elektrometer bolometrisch geeicht war. Am 
Anfang jeden Versuchs wurden Bolometer- und Elektrometerausschlag 
gleichzeitig gemessen. Die Intensitaét der Lichtquellen wurde dann 
wihrend des Versuchs so reguliert, daB der Elektrometerausschlag 
konstant blieb. 


Apparatur. 

Abb. 2 ist eine Skizze der Apparatur fiir Versuche mit Bogenlampe, 
weiBer Effektkohle und Monochromator. Die optische Anordnung 
fiir Versuche mit der Thalliumdampflampe ist in Abb. 3. skizziert. 
Anordnungen fiir Versuche mit anderen Lichtquellen (Funkenstrecke, 
Quecksilberdampflampe) sind in dieser Zeitschr. 214, 64, 1929 ab- 
gebildet. ‘ 
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itische Anordnung bei Versuchen mit der Thalliumdampflampe der Osram-Studiengesellschaft 


Thermostat. Fi Filter. 
~ Linsen. Rf Reflexionsscheibe, die einen Teil 
des Lichtes in die Photozelle re- 
B Blenden. flektiert 
Blende, welche das Bild an der Ar- Hy-Lampe Quecksilberdampflampe 
beitsstelle gibt Schtz. Schutzkasten 


Steigerung der Lichtempfindlichkeit. 


Obwohl der photochemische Zerfall der Kohlenoxydverbindung des 
Ferments von der Temperatur unabhingig ist, nimmt wegen der Zuriick- 
dringung des Dunkelzerfalls die Lichtempfindlichkeit der Kohlenoxyd- 
verbindung zu, wenn die Temperatur sinkt (mathematische Theorie in 
Abschnitt ITI). Wir fanden die Lichtempfindlichkeit bei 0° 4'),mal 
groBer als bei 10°. In den Versuchen, in denen die Spektralbezirke 
durch prismatische Zerlegung gewonnen wurden, machten wir von 
dieser ‘Tatsache Gebrauch, bestrahlten bei 0° anstatt bei 10° und 
konnten dann mit engeren Spalten arbeiten. 


Versuchsobjekte. 

Unsere Versuchsobjekte waren Essigbakterien (Bacterium Pasteu- 
rianum, dessen Stamm wir Herrn ('’. Neuberg verdanken) und Hefezellen 
‘Torula utilis). Ihre Atmung wurde durch Kohlenoxyd auf etwa 30°, 
des Normalwertes gehemmt und dann durch Bestrahlung wieder auf 
60 °%, des Normalwertes gebracht. Aus der Lichtintensitat, die diesen 
{nstieg bewirkte, wurde das relative Absorptionsspektrum berechnet. 

Kssigbakterien: sind im Dunke!n gegen Kohlenoxyd empfindlicher 
als Hefezelien. Die Atmung von Bacterium Pasteurianum sinkt aul 
die Halfte, wenn Kohlenoxvd- und Sauerstoffdruck im Verhiltnis 0,5: | 
stehen, die Atmung von Torula utilis sinkt um ungefaihr den gleichen 
Betrag, wenn Kohlenoxyd- und Sauerstoffdruck im Verhaltnis 10: 1 
stehen. Gegen Belichtung ist das Ferment der Hefezellen empfind- 
licher. Um _ bei gleicher Temperatur und bei Bestrahlung mit der 
gleichen Wellenlinge die gleiche Lichtwirkung zu erzeugen, braucht man 
fur Bacterium Pasteurianum die rund vierfache Lichtintensitat, wie fiir 


252 F. Kubowitz u. E. Haas: 


Torula utilis. Trotzdem ist das Fermentspektrum beider Zellarte, 
nach Lage und Intensitaétsverhaltnis der Banden nahezu gleich. |; 
der Tat hangen die Dunkelempfindlichkeit gegen Kohlenoxyd und di 
Lichtempfindlichkeit der Kohlenoxydverbindung mit Geschwindigkeit- 
konstanten von Dunkelreaktionen zusammen, die sich bei Berechnuny 
des Fermentsspektrums herausheben. 
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I. Isolierung von 37 Linien (Spektralgebiet 193 bis 671 my). 
Tabelle J. 
dinak Lichtquelle Methode der Isolierung Bemerkungen 
193  Aluminiumfunke Monochromator mit FluSspatoptik 
und 
199 
206 Zinkfunke . ” - 
bis 
210 
229  Cadmiumfunke Monochromator mit Quarzoptik 4 226, 231, 232 stark, 
4229 schwicher. 
I*= 18. 10-3 cal/Min 
Bit: 7: 1 " 4250 und 256. 
253 =Zinkfunke ” “ . I = 10.10-5 cal Min 
254 Hg-Lampe p: “ . I= 15.10-3 eal Min 
ae I = 17. 10-3 eal/Min 
265 | Hg-Lampe ” ” ” Ta 00-9 calle 
Ss = = 2. ~% Cal Min 
283 Magnesiumfunke n R - pag ye ror 
- . » Cal Mit 
300  Hg-Lampe ‘7 = fe 
309  Aluminiumkohle . - ” 
(201, 12mm 
stark als Anode. 
Homogenkohle 
10 mm stark 
als Kathode) I= 11. 10-3 cal/Min 
313. Hg-Lampe Z =. I= 14. 10-3 eal/Min 
*. 


I Intensitit. 
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mu) 


26 


356 


366 


383 


405 


(422) 


(430) 








265 
266 


267 





iptische Methoden z. 


photochem. Bestimmung d. Fermentspektrums. 253 


Tabelle I (Fortsetzung). 





mu) 


}26 


332 


356 


366 


383 


405 


(427) 


(422) 


(430) 


* ,Kupfersulfat* : 


Lichtquelle 


Kupferkohle 
(, Siemens 
Heillicht*) 
(201, 12 mm 


Methode der Isolierung 


Monochromator mit Quarzoptik 


stark als Anode. 


Homogenkohle 
10 mm stark 
als Kathode) 


Zinkfunke 


Cadmiumfunke 


Thalliumk« shle 
(201, 12mm 


Monochromator mit Quarzoptik 
Filter: 1 mm Schwarzglas 


Monochromator mit Quarzoptik 
Filter: 1 mm Schwarzglas 


Monochromator mit Quarzoptik 
Filter: 1 mm Schwarzglas 


stark als Anode. 


Homogenkohle 
12 mm stark 
als Kathode) 


Hg-Lampe 


Magnesiumkohle 
(201, 20 mm 
stark als Anode. 
Dochtkohle 
14 mm stark 
als Kathode) 


Hg-Lamipe 


Vel. diese 


Zeitschr. 214, 
64, 1929 


Strontiumkohle 


Calciumkohle 


cuSoO 


Monochromator mit Quarzoptik 
Filter: 2mm Schwarzglas, 
3% Kupfersulfat *: 3 em 


8°, Kupfersulfat: 3 em 
Schwarzglas: 1 mm 


_ 


. 3°, Kupfersulfat: 3 em~ 


bo 


. dmg Diamantfuchsin in 
100 cem Wasser, 2 cem Schicht- 
dicke 

3. Kupferoxydammoniak (25 ¢ 

CuSO, 5H, 0 + 1000 Wasser 

55cem 25°), NH;), 2cm 

Schichtdicke 


Sehr komplizierte Filter 


| 


«5H 0. 


Bemerkungen 


4324.5 und 327.5 


I 16 .10-3 eal Min. 





4 328, 330, 334.5. 














I 24.10-3 cal Min. 
4340 und 347. 

I 21.105 eal/Min. 
4353 und 358. 

I 46.10 cal Min. 

I = 31. 10~5 eal /Min. 
I = 100. 10-3 cal Min. 





I 30. 10-3 cal Min 








I=—4.10 eal Min 
Enthielt 14‘ i 462 
Enthalt 30 A 458. 


Fiir das Gebiet 
zwischen 405 und 
436 ma haben wir 
keine befriedigende 
Filterungsmethode 
gefunden. 











tant 
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4 


(mu) 


436 


448 


460 


492 


494 


517 


Lichtque lle 


Hg-Lampe 


Magnesiumfunke 


Lithiumkoble 
(201, 12 mm 
stark als Anode 


Homogenkohle 


19mm stark 
als Kathode) 


Hg-Lampe 


Macnesiumkohle 
(2.1, 20mm 


stark als Anode. 


Homogenkohle 
14 mm stark 
als Kathode) 


Macnesiumkohle 


(wie bei 4 434) 


2 


3. 


Entweder 
nach dieser Zeitschr. 214. 64, 
1929, oder nur mit Filtern: 


l 
2 
3 


3. 
4. 


5. 


» 


3. 


Ww 


see 


3 mg Siurerhodamin 
Rapidfiltergelh + 15 mg Gu- 
ineagriin + 30} cem Wasser, 
Schichtdicke 3em 

. Fliebendes Wasser: 8 cm 


8°), Kupfersulfat: 3em 


Methode der Isolierung 


. Chinin (2 g Chininhydroehlorid 
+6cemn HCl, mit Wasser 
auf 100cem), Schichtdicke 1 em 


Kupfersulfat, wie bei 4 366 


Saurerhodamin (3 mg in 
100 cem Wasser), Schichtdicke 


. Kupferoxydammoniak, wie bei 


mit Flintglasprisma 


. Fhebendes Wasser: 8 em 
. 3°) Kupfersulfat: 3 em 


. Kupferoxydammoniak, wie bei 


(19 g¢ Chininhydro- 


chlorid + 100 cem '/,n HCD 


. Fliebendes Wasser: 8 cm 
3° Kupfersulfat: 3 em 
Chinin, wie bei 4436: 1 em 


Kupferoxydammoniak, wie bei 


lem 


Patentblau (9 mg: 100): 1 em 
. Chinin, wie bei 4436 
Kupfersulfat, wie bei 4366 


Guineagriin (B extra Agta“. 
: 100 eem), Schichtdicke 


FlieBendes Wasser: 8 cm 
8°), Kupfersulfat: 3m 


Chinin, wie bei 4436: 1 em 


40 mg 


Guineagriin (1LOmg:100): Lem 


. Tartrazin (SO mg: 100): 1 em 
Griiuscheibe Nr. 1969 vou 
Schott, Jena: 0,1 em 


Bemerkungen 


I 47.10-3 cal) Min 





I 9.10-38 cal Mir 





Enthalt als Verw 
reinigung 3°), lang 


welliges Licht. 


I 25.10 eal Mir 





I 26.10 cal Min 





Enthalt als Verunrei: 
gung 10° 4517. 


I 48 .10-8 eal Mir 








Enthalt 2,5 .~Wirn 
strahlung” mit R 
scheibe bestimmt 


37. 10-3 eal Mir 





Opt 


546 


560 


578 
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‘ Lichtquelle 


(mu) 


519 Kupferkohle 
(wie bei 4 326) 


524 =Strontiumkohle 
(Spezialkohle 
201, 20mm 
stark als Anode 
Dochtkohle 
14mm_ stark 
als Kathode) 


535 Thalliumrohr 
der Osram- 


A. G. 


546 Hg-Lampe 


553  Magnesiumkohle 
(wie bei 4 434) 


560 Calciumkohle 
(..Gelbe Kohle 
30i*) der Sie- 
mens-Plania- 
Werke (301, 
20 mm stark als 
Anode. Docht- 
kohle 14mm 
stark als Ka- 
thode) 


578 Hg-Lampe 


Methode der Isolierung 


Fliebendes Wasser: 8 cm 


3. Guineagriin (15 mg: 190): lem 

4. 

». Grinscheibe Nr. 1960 von 
Schott, Jena: 0.1 em 


- 
2. 8%, Kupfersuliat: 3 em 
3 
Tartrazin (8SYmy: 100): 2 em 


Fliebendes Wasser 


wo 


Kupfersulfat, wie bei 4 519 


. Tartrazin, wie bei 4 519 


w CO 


. Guineagriin (45 mg: 100): Lem 


1. 8%, Kupfersulfat: 3em 
2. Chinin, wie bei 4 436: 1 em 


1. Chinin, wie bei 4 436: 1 em 

2. 3° 9 Kupfersulfat: 3em 

3. Tartrazin (20 mg: 100 cem): 
lem 

4. Didymglas von Schott, Jena: 

1.3 em 

Fhebendes Wasser: 8 em 

8°) Kupfersulfat: 3 em 


oN 


Monobrom fluorescein-Na 
(29mg: 100 cem): 1 em 

4. Naphtholgriin (15 mg: 100): 
lem 


5. Neodymglas: 2 em 


1. FlieBendes Wasser: 8 cm 

2. 8°, Kupfersulfat: 3 em 

3.2.5 mg Erythrosin 10 meg 
Tartrazin + 100 Wasser: 2 em 

4. Naphtholgriin (15 mg: 100): 
lem 

5. Chinin, wie bei 4 436: lem 

6. Griinscheibe Nr. 1060 von 
Schott. Jena: 0,2 em 

7. Didymglas von Schott, Jena: 
1.3 em 


3°'9 Kupfersulfat: 3 em 
. Chinin, wie bei 4 436: lem 


1. 
2 
3 


. 20 mg Tartrazin + 20 mg Ery- 
throsin + 100 Wasser: 1 cm 


Bemerkungen 


515.5 und 522 


20.10 eal Min 





523 bis 526. 


32 schwach 











| 39.10 eal Min. 

I 46.19 cal Min 

I 85.10 eal Min 

Verunreinigt mit 
schwachem Konti- 


nuum 4560 bis 570 
4600 bis 620, 4578 
Verunreinigungen zu 
sammen 4 , der Ge- 
Samtintensitat 


33.10 eal Mir 





Enthalt 0.5 


. Warme 
strahlung* mit Jod- 
schwefelkohlenstoft 
bestimmt 





I 


99 .10-3 eal Min 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
wait Lichtquelle Methode der Isolierung Bemerkungen 
589  Natriumdampf- 1. FlieBendes Wasser: 8 em 
lampe der Os- 2. 20g FeSO, 7H, 0: 100 cem 
ram-A. G. mit 10 vol.-°/giger Schwefel- 
siure: 3em I = 49. 10<5 cal Min 
596 = Strontiumkohle 1. Fliebendes Wasser: 8 cm Enthilt als Verunreini- 
ie bei 452. ‘ - eae eS gung 4623 und 633, 
(wie bei 4524) 2 go), Kupfersulfat : 2em beide zusammen 45 
3. Chinin. wie bei 4 436: 1 em der Gesamtintensitat 
4. Saurerhodamin 
(1 mg: 100 ccm): lem 
5. Gelbscheibe Nr. 21707 von 
Schott, Jena I = 40. 10—3 cal/Min 
603  Calciumkohle 1. FlieBendes Wasser: 8 cm Enthilt eee 
ia ia ‘ gung 4 605 und 620, 
(,,Gelbe Kohle 2. 8%, Kupfersulfat: 2 em beide zusammen 44 
201* der Sie ii ; 
rs) der die -' 3 90 mg Ervythrosin 20 me der Gesamtintensitat 
mens-Plania- Tartrazin + 100 Wasser: 1 em 
Werke), als i bong . 1 
Anode (12mm _ 4. Saurerbodamin 
stark), als Ka- (1,5 mg: 100cem): lem 
thode Homo- 5. Didymglas von Schott, Jena: 
genkohle 0,8 em I = 67. 10—3 cal Min 
(10mm stark) 
610  Lithiumkohle201 1. FlieBendes Wasser: 8 cm gg re a 9 
mart s - angwelliger als/ 640, 
( 4 nea 2. 3%) Kupfersulfat: 3 em 23 0/9 der Gesamt- 
als Anode. Ho- 3 brythrosin-Tartrazin, wie bei, !*ensitat. 
mogenkohle ; one. 
4 603: lem 
(10 mm stark) ih 
als Kathode 4. Saurerhodamin (3mg:100): 
lem 
' 5. Didymglas: 0,8 em 1 = 44 107 cal/Min. 
652 Strontiumkohle 1. Fliebendes Wasser: 8 em A = — a, 
, ss a . . als rung 
—? Re oa 2. 2,5°/, Kupfersulfat: 3 em 2. 635 und 680 bis 710 
Stark als Anode. *: : e + 2 FOQ. Verunreinigungen 
Miestaeanil 3. Eisensulfat, wie bei 4 589: sasemmmen 8 "le dot 
mogenkohle 4 ! , 
abs dae 2em Gesamtintensitat. 
als Kathode) 4. Rubinglas I = 61. 10-3 cal Min. 
(,,Rote Kohle* 
der Siemens- 
Plania-Werke 
671 Lithiumkohle 1. FlieBendes Wasser: 8 em Enthalt als Verunreini- 


(wie bei 4460) 


. Eisensulfat, wie bei 4 589: 


gung 3°/, Wa&rme- 
strahlung (bestimmt 


4cm mit Jodschwefel- 
ae ‘ kohlenstoff). 
. Erbiumnitrat (50g: 100 cem): 
2em 
. Rotscheibe Nr. 22460 von, 


| I = 66.10-3 cal Min 


Schott, Jena: 0,1 cm 
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der weiBen Effektkohle (Spektralgebiet 385 bis 665 my). 


Tabelle 11. 


ORF 


avi 


II. Isolierung der Spektralbezirke durch prismatische Zerlegung des Bogens 





ni- 
33 


ni- 
1), 


mM, 
HM), 
it- 





Ist n der Atmungsrest und 1 - 


Atmungshemmung, so ist V = 


Mittlere 


Wellenlinge 


(mu) 


385 
(405) 
417 
426 
429 
430 


iibertragenden Ferments. 


Lichtquelle 


Weibe Effektkohle 
Hg-Lampe 
Weibe Effektkohle 


"Hg-Lampe 
Weibe Effektkohle 


” ” 
” 

” 

- a 
” 

” ” 


"Hg-Lampe 
Weibe Effektkohle 


” 


“ ” 


"Hg-Lampe 
Weibe Effektkohle 


] 


Breite des 
Spektralbezirks 


mu 


C2 09 Ha o> 


OID OIA II 101 


“1D SD 
o 


F 
10 
0 
25 
30 


Intensitit 


eal 

Minuten 
2,4.10-8 
24.1075 
1,.0.10°% 
0.6 .10°% 
0.6.10 
1,6 .10 
2 .10 
9 .10 
9.5.10 
1 : 10 3 
ig .10-* 
i3 .10-3 
10 .10-° 
i2 .10°* 
ee 
8.3.10 
8.7.10 
6,8.10°% 
8.2.10-3 
8 .10°-3 
10 .10 
7 
6,2 .10 
6 .10-3 
16.1074 
30 .10-3 
30 -.10 


Lichtempfindlichkeit' und Berechnung der Absorptions- 
koeffizienten. 


n die (durch Kohlenoxyd bewirkte) 
die Verteilung des sauerstoff- 


Steigt bei Bestrahlung mit der Intensitat ¢ 


P n von seinem Dunkelwert n, auf den Hellwert n,, so steigt die Ver- 
Np 


1 





Vgl. dazu diese Zeitschr. 202, 202, 1928; 214, 19. 1929. 


n 
teilung von dem Dunkelwert Vz = i 


auf den Hellwert V, = 


l 


Np 
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Die Zunahme von V ist 


4V = — 


] Ny, I Na 
und die Lichtempfindlichkeit L 
AV ny, nj 


i 1 — n, 1—n, 
Va F Na 

7 . 
1 —n, 
wobei zu beachten ist, daB das Verhaltnis CO/O, im Dunkeln und bei 
der Bestrahlung gleich sein mub. 


Die Lichtempfindlichkeit steht nach der Quantentheorie in einem 
einfachen Verhiltnis zu dem Lichtabsorptionskoefiizienten # 


L —— ° ’ (2) 


wo \,.A. v die Energie von einem Mol-Quanten ist und zz die Dunkel- 
zerfallskonstante der Kohlenoxydverbindung des Ferments. 


Aus (2) ergibt sich fiir die Frequenzen vy, und v, 


Die Gleichungen (1) und (3) benutzen wir, um das relative Absorp- 
tionsspektrum des Ferments zu bestimmen. Wir messen die Licht- 
intensitaten 7, die den Atmungsrest von n, auf n, erhéhen, berechnen 
nach (1) die Lichtempfindlichkeiten Z und aus den Lichtempfindlich- 
keitén nach (3) das Absorptionsspektrum. 


Die rechte Seite der Gleichung (2) enthalt auBer den temperatur- 
unabhangigen GroBen Ny .h . vy und f die temperatur abhingige Groke z,. 
Andern wir bei konstanter Frequenz (und konstantem Verhaltnis 
CO O,) die Temperatur, so erhalten wir nach (2) fiir die Tempe- 
raturen 1 und 2 

I, __ ade. (4) 
L 


2 (4a) 

Die Lichtempfindlichkeiten verhalten sich also umgekehrt wie dic 
Dunkelzerfallskonstanten z,, und die Lichtempfindlichkeit wird steigen, 
wenn die Temperatur sinkt. In der Tat finden wir, daB die Licht- 
empfindlichkeit der Kohlenoxydverbindung des Hefeferments bei (' 
vier- bis fiinfmal so grof ist wie bei 10° (Protokoll 2). 








Opt 


fols 


inte 
Bet 
Van 


unc 


es i!) 
nun 
es ¢ 
We: 
nah 
lieg 
daB 


keit 
best 


chu 


nick 
vers 
erge 
lang 
zwe 


des 


dure 











Optische Methoden z. photochem. Bestimmung d. Fermentspektrums. 259 


MiBt man die Lichtintensitaét 7 in cal/qem . Minuten, so finden wir 
folgende Lichtempiindlichkeiten ZL fiir die Wellenlange 436 mu: 


AV 
I ) gem * Minuten” 
er, Va eal. 
Bacterium Pasteurianum .. . bei + 10° 3500 
OE ee rr 11700 
Torula wills. ....sse«s+s » + 02° S8000 


Aus den Zahlenwerten von LZ entnimmt man, wie groB die Licht- 
intensitat ist, die die Verteilung V des Ferments um einen gewiinschten 
Betrag verschiebt. Soll beispielsweise V),,), doppelt so groB sein wie 
Vaunke) (eine fiir Messungen geeignete Verschiebung), so ist 

AV 
— ==} 
Va 
und | 
‘I cal 


U — - . 
L {qem Minuten 


Wir machen darauf aufmerksam, daB das Verhiltnis CO,/O,, wenn 
es im Dunkeln und bei der Bestrahlung gleich ist, in unseren Rech- 
nungen nicht vorkommt, und nur insofern von Bedeutung ist, als 
es den Wert von nq festlegt. Gleichung (1) gilt fiir jeden Wert von ny. 
Wegen der MeBgenauigkeit jedoch ist es erwiinscht, daB ng weder zu 
nahe an 0 (zu groBe Hemmung), noch nahe an 1 (zu kleine Hemmung) 
liegt. Das Verhaltnis CO/Q, ist also bei dem Versuch so zu wihlen, 
daB ny einen fiir die Messungen giinstigen Wert hat. 


IV. Absorptionsspektren (Essighakterien, Hefe). 


Zur Messung der Absorptionsspektren wurde die Lichtempfindlich- 
keit L fiir verschiedene Weflenlingen / und eine Bezugswellenlinge /, 
bestimmt und der auf /, bezogene Absorptionskoeffizient nach Glei- 
chung (3) berechnet: 

B; I, Ad, 
Bio Ly, A 

Da es (wegen der Schwankungen der Dunkelzerfallskonstanten z,) 
nicht médglich ist, das Zellmaterial so gleichmaBig zu ziichten, da 
verschiedene Kulturen fiir dasselbe / die gleiche Lichtempfindlichkeit L 
ergeben, so wird bei jedem Versuch die Wirkung der Bezugswellen- 
lange 7, mitgemessen. ZweckmaBig ist es dabei, die 7-Messung zwischen 
zwei Jo-Messungen einzuschlieBen, so da®% auch zeitliche Anderungen 
des Zellmaterials eliminiert werden. Dann wird jeder /,/f,,-Wert 


durch sieben aufeinanderfolgende Atmungsmessungen erhalten: 
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er Bestrahlung paeanes Atmung 
Gassenm mit GUTOR © = Atmung in Luft 
Luft = n 1 
CO—O0, -- n) etwa 0,3 
CO— 0, de ny s OP 
konstant CO— Oy A Ny, ~ O06 
cOo—0Q, ho ny » ve 
< é 
CO— Og Na » 9,38 
Luft - n 1 





Die Bezugswellenlangen bei den Versuchen waren im Gebiet der 
Hauptabsorptionsbande die blaue Hg-Linie 436 mu, im Gebiet der 
langwelligen Nebenbanden die griine Hg-Linie 546 mu und die gelbe 
Hg-Linie 578 mu, im Gebiet der ultravioletten Nebenbanden die ultra- 
violette Hg-Linie 366 mu. SchlieBlich wurden alle ;/f;,-Werte auf 
die blaue Quecksilberlinie 436 mu umgerechnet. 

In Tabelle II sind die auf A,g, bezogenen Absorptionskoeffizienten 
verzeichnet, die wir fiir das Ferment der Essigbakterien bei Bestrahlung 
mit Linien gefunden haben. In Abb. 4 sind die Absorptionskoeffizienten 
als Funktion der Wellenlinge dargestellt. Links von der Hauptbande 
sieht man die ultravioletten Nebenbanden. Rechts von der Hauptbande 
sieht man die langwelligen Nebenbanden, die «-Bande bei 590 my, 
die B-Bande bei 540 mu und die p’-Bande bei 524 mu. 





J 
47r f 
10 — 
asl | 
is | 
a8 
} i 
j | 
a7 1 
fa 96 
fae 
A 45) 
| oF 





| 


a3 r\ pe 
MM A 46 FI 

! 1 Bw \ 
250 290 330 370 410 480 40 530 570 610 
A (Wellenlange mt) 


Abb, 4. 
Sauerstoffiibertragendes Ferment der Essigbakterien (Bacterium Pasteurianum). 
Absorptionsspektrum der Kohlenoxydverbindung. 10°. Bestrahlung mit Linien. 
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Tabelle Ill. 











erment der Essigbakterien (Bact. Pasteurianum). Bestrahiung bei + 10°, 
mit Linien. 

Wellenlange 4 Lichtquelle B, 
(mu) Bye 
253 Zinkfunke 0.45 
283 Magnesiumfunke 0,70 
309 Aluminiumkohle 0,22 
313 Quecksilberlam pe 0,24 
326 Kupferkohle 0,19 
332 Zinkfunke 0.25 
344 Cadmiumfunke 0,28 
356 Thalliumkohle 0,21 
366 (Juecksilberlampe 0,24 
383 Magnesiumkohle 0,14 
405 (Juecksilberlam pe 0,32 
422 Strontiumkohle 0,91 
430 Calciumkohle 1,08 ¢ y-Bande 
436 Quecksilberlampe 1,00 
448 Magnesiumfunke 0,27 
460 Lithiumkohle 0,18 
492 Quecksilberlam pe 0,081 
517 Magnesiumkohle 0,090 
519 Kupferkohle 0,091 | . 
524 Strontiumkohle 011 ¢4'-Bande 
535 Thallium-Dampflampe der Osram- | 

Studiengesellschaft 0,088 
546 (Juecksilberlam pe 0,11 
553 Magnesiumkohle 0,090 ; #-Bande 
560 Calciumkohle 0,076 
578 (Juecksilberlam pe 0,11 
589 Natrium-Dampflampe der Osram- intial 
Studiengesellschaft 0,16 

603 Calciumkoble 0,092 
610 Lithiumkohle 0,034 
652 Strontiumkohle 0.0057 
671 Lithiumkoble etwa 0.0008 


Was die Genauigkeit der Messungen anbetrifft, so ist das Ver- 


hiltnis der Absorptionskoeffizienten fiir zwei benachbarte Wellen- 
langen — d.h. das Verhaltnis der Lichtwirkungen —- mit einem Febler 
von etwa 10°, bestimmt. Durch Vergleich der Ordinaten im Gebiet 
jeder Nebenbande (oder durch Vergleich der Zahlenwerte in der 'Ta- 
belle ITI) iiberzeugt man sich, daB nicht nur die «-Bande, sondern auch 
die beiden 8-Banden durch die Messungen bewiesen sind. Das Ver- 


“ : Bs yitze der Bande . ° ° ° + - 
haltnis : ist in jeder der drei Nebenbanden gréBer 
Fuf der Bande 


als 1,1. 


Wie genau die Lage einer Bande bestimmt ist, hingt von den 
Abstanden der Versuchswellenlingen ab. 
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Tabelle IV. 


Ferment der Hefezellen (Torula utilis). Bestrahlung bei + 10°, mit Linien. 





Wellenlinge Lichtquelle 8; 

(mu) B, € 

254 Quecksilberlam pe 019 

265 > 0,23 

283 Magnesiumfunke 0.54 

300 Quecksilberlam pe 0.18 

313 0,18 

332 Zinktunke 0,17 

*344 Cadmiumfunke 0.13 

*356 Thalliumkoble 0,15 

366 Quecksilberlam pe 0.14 

45 a 0.25 

427 C Og-Linie 0.77 | Band 

436 Quecksilberlampe UY teamed 

448 Magnesiumtunke 0,36 

492 Quecksilberlam pe 0,036 

*494 Maguesiumkohle 0,936 

*517 = 0,044 

*524 Strontiumkohle 0,041 

*535 Thallium-Dampflampe der Osram- | 
Studienyesellschaft 0,069 © 8-Bande 

546 Quecksilberlam pe 0,070 

*553 Magnesiumkohle 0,060 

*560 Calciumkoble 0,046 

578 Quecksilherlampe 0.070 

*5SY Natrium-Dampflampe der Osram- i Dtiende 
Studiengesellschaft 0,12 | — 

*596 Strontiumkuhle 0,078 

*603 Caleiumkohle 0,044 

*H10 Lithiumkohle 0,020 





| @ 
IA ” ; 
a2d ——, 17 p fi ! 
Va | ' 
ar Lea 
} at NZ \ 
"250 290 330 370 410 48 490 530 520 69 
A (Welleniange mst) 
Abb. 5. 
Sauerstoffiibertragendes Ferment der Hefe. (Torula utilis) 
Absorptionsspektrum der Kohlenoxydverbindung. 10°. Bestrahlung mit Linien. 
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In Tabelle IV und Abb. 5 sind die auf A,3, bezogenen Absorptions- 
,oeffizienten eingetragen, die wir fiir das Ferment der Hefe bei —- 10° 
ind Bestrahlung mit Linien gefunden haben. z- und f-Bande des 
Hefeferments liegen bei 590 und 540 mu, also an derselben Stelle, wie 

und #-Bande des Ferments der Essighakterien. Die p’-Bande dagegen 
ist hier —- aus methodischen Griinden (vgl. die Versuche bei tiefer 
lemperatur) — nur angedeutet. 


In Tabelle V und Abb. 6 sind die auf A, bezogenen Absorptions- 
koeffizienten eingetragen, die wir fiir das Ferment der Hefe bei + 0,2° 
gefunden haben. Bei diesen Versuchen wurde mit der liickenlosen 
serie der Spektralbezirke (aus dem Bogen der weiBen Effektkohle) 


Tabelle V. 


Ferment der Hefezellen (Torula utilis). 








Bestrahlung bei + 0,2°, mit Spektralbereichen aus den Bogen der weiBen 
Effektkohle. 

i ‘ Spektralbezirk, . 

Wellenlainge 4 Lichtquelle ee — ah 
(mu) (mu) B, on 
385 Weibe Effektkohle 8 0,21 
405 (Juecksilberlam pe Linie 0,35 
417 Weile Effekthohle 6 0.49 
426 2 4 0,69 
429 3 1,22). pang 
430 ‘ 3 1.54 |? -bande 
436, (Juecksilberlampe Linie 1,00 
445 Weibe Effektkohle 3,5 0,34 
455 = 5.5 0,18 
465 _ 7 0,12 
475 ‘ 7 0,078 
485 - 7.5 0,065 
495 e s 0,962 
505 7 0,064 
315 : 0.079 | “Bande 
522 a 6 0,055 
525 . 6.5 0,046 
5382 ” 5.5 0,074 | 
540 s 5 0,109 | 3-Bande 
546 (Juecksilberlampe Linie 0,099 
555 Weibe Effektkohle 6.5 0,095 
560 _ 8 0,094 
565 ‘ 7,5 0,12 
569 es 7 0.11 
578 Queck silberlampe Linie 0,115 | 
591 Weibe Effektkohle 7 0.20 } a-Bande 
600 “ 10 0.074 
625 os 20 0,019 
650 " 25 0,0052 
665 ef 30 0.0020 


Biochemische Zeitschrift Band 255. 18 
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bestrahlt. Fur das Gebiet von 380 bis 610 mu standen 28 Spektra! 
bezirke zur Verfiigung, wahrend fiir das gleiche Gebiet in dem Versuchs 
bereich der Tabelle [IV und Abb. 5 die Zahl der Wellenlangen (Linien 
nur 17 betrug. Im Gebiet der Hauptbande fanden wir mit der neue: 
Anordnung, daB bei 430 mu der Absorptionskoeffizient 1,5mal so gro{i 
ist wie bei 436 mu. Im Gebiet der f’-Bande fanden wir, daB bx 











] pp o« 
OA \ i / 


Q7 \ pt 
4 


ae | 
0 + d a a 
300 340 380 420 Y60 500 540 580 620 660 

A(Wellenlange mAL 

‘ Abb. 6. 
Sauerstoffiibertragendes Ferment der Hefe. (Torula utilis) 
Absorptionsspektrum der Kohlenoxydverbindung. + 0,2°, Bestrahlung mit Spektralbezirk« 

aus dem Bogen der weifen Effektkohle. 


510 mu der Absorptionskoeffizient 1,3mal so groB ist wie bei 
525 mu, wodurch die $’-Bande auch fiir das Ferment der Hefe bx 
wiesen war. Sowohl bei 430 mu als auch bei 510 mu waren in de: 
‘Serie der Linien Liicken, so daB wichtige Punkte nicht bestimmt 
werden konnten oder sogar Banden iibersehen wurden: Man erkennt 
so den Wert der neuen Anordnung. 


Nach den Versuchen bei + 0,2° liegen die langwelligen Neben 
banden des Hefeferments bei 590 mu (z-Bande), 540 my (8-Banc 
und 512 mu (f’-Bande). Vielleicht sind die Banden bei + 0,2° etwa- 


schmaler und héher als bei + 10°. 
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\. Vergleich der Fermentspektren mit den Spektren des Hiimoglobins und des 
Chlorocruorins. 

DaB das Fermentspektrum gegen das Hamoglobinspektrum nach 
Rot verschoben ist, wurde bald nach der Entdeckung des Ferment- 
spektrums erkannt!. Die Hauptbande des Kohlenoxydhimoglobins 
liegt bei 420 mu, die Hauptbande der Kohlenoxydverbindung des 
Ferments bei 430 mu. Unsere Messungen zeigen, daB die «-Bande 
des Ferments im gleichen Sinne, aber in noch starkerem Mabe gegen die 
y-Bande des Himoglobins verschoben ist. Die x-Bande des Kohlen- 
oxydhimoglobins liegt bei 570 my, die z-Bande der Kohlenoxyd- 
verbindung des Ferments bei 590 my. 

Wesentlich fir die Konstitution des Fermenthimins ist ferner die 
3'-Bande des Ferments. Kohlenoxydhamoglobin hat nur zwei lang- 
wellige Nebenbanden, eine x-Bande und eine f-Bande, aber keine 
}’-Bande. 

Eine dritte langwellige Nebenbande, eine p’-Bande, ist zum ersten 
Male von H. Munro Fox® beim Oxy-Chlorocruorin gefunden worden. 
Sie liegt beim CO-Chlorocruorin bei 520 mu, also etwa an derselben 
Stelle, an der die £’-Bande des Ferments der Essigbakterien liegt. 


Auch im iibrigen stimmen Ferment und Chlorocruorin viel besser 
iiberein als‘ Ferment und Hamoglobin. Zum Vergleich der Spektren 
bilden wir das Verhaltnis der Absorptionskoeffizienten fiir charak- 
teristische Wellenlingen und gewinnen damit ein Ma fiir die Ver- 
schiedenheiten oder Ubereinstimmungen. Wir finden: 





4 89 58 

4st 754 - 
C O-Hamoglobin * Ae Re : 1,9 0,52 0.37 
CO-Chloroeruorin 4 , ; eal acee 0,30 1.4 1,4 
CO-Ferment der Essigbakteyien. . . +. 0,32 1.5 1.5 
CO-Ferment der Hefe (0°). . . oe 0.35 2,9 1,5 
CO-Ferment der Netzhaut® ...... 0,32 


Byo5/P 496 fir Himoglobin ist rund sechsmal so groB als fiir Chloro- 
cruorin oder fiir Ferment. 599 /Bs54, fiir Ferment oder fiir Chlorocruorin 


1 Diese Zeitschr. 202, 202, 1928. 

2 H. Munro Fox, Proc. Roy. Soc. (London) B. 99, 199, 1926 
3 Diese Zeitschr. 214, 26, 1929. 

4 Ebenda 244, 9, 1931. 

5 Ebenda 214, 101, 1929. 


is* 
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ist rund fiinfmal so groB als fiir Himoglobin. Man sieht daraus, da} 
es ganz grobe experimentelle Tatsachen sind, aus denen wir schlieBen 
da das Fermenthamin kein gewéhnliches Hamin, sondern von cd 
Art des Spirographishimins ist. Beschrinkt man sich dagegen lx 
einem Vergleich der Spektren auf die Betrachtung der graphische; 
Darstellungen, so scheint es, als ob die Unterschiede und Uberein 
stimmungen nur geringfiigig seien. Denn in ihrem Bau sind di 
Spektren der verschiedenen Haminverbindungen einander sehr ahnlich 


VI. Sauerstoffiibertragendes Ferment und Cytochrom. 


Wie D. Keilin' fand, enthalten Hefezellen und Bakterien Himin 
von der Art der Mac Munnschen Histohamatine. Betrachtet man 
eine Hefesuspension, die 8 cem Hefezellen in 100 ccm Wasser enthalt, 





Abb. 7. 
Anordnung zur spektroskopischen Beobachtung von Himinbanden in Zellen. 


Lp =starke Lampe. L=Linse. B= Blende. H = Handspektroskop. S = Zellsuspension 
(8 vol.-°/9ig in bezug auf Zellen). Schichtdicke des Trogs 1 cm, 


mit dem Spektroskop (vgl. Abb. 7), so sieht man bei Sauerstoffabschlut 
folgende Banden (my), set es in Stickstoff, sei es in Kohlenoxyd: 


521 5B5 550 562 HOS 
\ J A A A 
sehr schwach sehr stark — stark schwach 


Essigbakterien prifen wir in gleicher Weise und bei  gleiche: 
Suspensionsdichte, jedoch nicht in Wasser, sondern in einer Lésung 
von m 10 Acetatpuffer (p4 5,7) mit 1°, Alkohol. Wir finden (in Stick 
stoff oder Kohlenoxyd) die Banden (my): 


Hv 532 550 553 563 
a 
* ya x, / A 
sehr schwach stark sehr schwach 


Wir haben darauf geachtet, ob man neben diesen Banden die Ferment 
banden sieht, wenn man die Zellsuspensionen mit Kohlenoxyd sattigt 
Weder bei 590 my (x%-Bande des Ferments), noch bei 540 mu (8-Band: 
des Ferments) haben wir eine Andeutung einer Bande entdeckt. Di 


! D. Keilin, Proc. Roy. Soc. (London) 98, 312, 1925; 100, 129, 1920, 
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\.onzentration des Ferments in den Zellen ist viel zu klein, als daB 
ian die Banden sehen kénnte, ein Ergebnis, das nach friiheren Ver- 
uchen! iiber die Konzentration des Ferments zu erwarten war. 


Die von Biologen diskutierte Frage, ob sauerstoffiibertragendes 
ferment und ,,.Cytochrom* identisch seien, ist hier etwas priiziser so 
vestellt, ob die Haminbanden, die man in Zellen mit dem Spektroskop 
sicht, mit den Fermentbanden iibereinstimmen. Da die Hamine, die 
man mit dem Spektroskop in den Zellen sieht, weder mit molekularem 
Sauerstoff, noch mit Kohlenoxyd reagieren*, so fehlen ihnen diejenigen 
Kigenschaften, die fiir das sauerstoffiibertragende Ferment charak- 
teristisch sind. Sauerstoffiibertragendes Ferment und Cytochrom sind 
chemisch verschieden und unterscheiden sich deshalb auch durch die 
Lage ihrer Absorptionsbanden. 


VII. Protokolle®. 


Die Essigbakterien (Bacterium Pasteurianum) wurden auf Bouillon- 
Bierwirzeagar unter Zusatz von Athylalkohol geziichtet (Bouillon: 
1°, Liebigs Fleischextrakt, 1°, Pepton, 3°, Glucose, 4° Athylalkohol. 
Zur Agarbereitung 3'|,-Liter Bouillon mit ', Liter Bierwiirze mischen 
und 30 g Agar pro Liter zusetzen). Ziichtungstemperatur 28°, Ziichtungs- 
dauer 44 Stunden. Die Bakterien wurden von den Agarplatten mit 
m 10 Acetatpuffer von py 5,66 (8 Volumen m/10 essigsaures Na, 
| Volumen m/10 Essigsiure) abgeschwemmt, dreimal auf der Zentrifuge 
mit dem Acetatpuffer gewaschen und dann in Acetatpuffer, dem 1°% 
Athylalkohol zugesetzt war, suspendiert. Die Zelldichte wurde durch 
Zentrifugieren in einem = graduierten Kapillarrohr (Hamatokriten) 
bestimmt. Die Ausbeute pro Kulturschale (Agarfliche 75 qem) war 
50 bis 100cemm Zellen in 44 Stunden. Die Zellsuspensionen wurden 
bis zum Einfiillen in die MeBgefaBe in Eis. aber nie langer als einen 
halben Tag, aufbewahrt. Der @-Wert der Atmung (Kubikmillimeter O, 
pro Milligramm Zellen und Stunde) war bei 10° annahernd 200. 


Zur Messung wurden in den Hauptraum des Versuchstrogs* 


2,5cem Zellsuspension, die 5emm Zellen enthielten, eingefillt, in den 
Ring 0,3.cem Kalilauge. Der Kompensationstrog wurde in gleicher 
Weise, aber mit zellfreter Flissigkeit gefillt. Dann wurde mit dem 
Manometer verbunden, in den Thermostaten eingehangt und zunachst, 
ohne abzulesen, 1 Stunde mit Luft geschiittelt, um stationire Ver- 
haltnisse in den Zellen herzustellen. Erst dann begann der Versuch. 


1 Diese Zeitschr. 208, 95, 1928; 214, 5, 1929. 
2 Ebenda 189, 354, 1927; 242, 159, 1931. 

3 Vgl. dazu auch diese Zeitschr. 214, 64, 1929. 
‘ Abb. 6 ebenda 200, 414, 1928. 
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Bestrahlt wurde von unten, durch den Boden des MeBgefaiBes 
Der Querschnitt des Strahlenkegels an der Eintrittsstelle in den Tro: 
(die ,,Lichtflache’*) betrug etwa 12 qcem. 

Die Hefezellen (Torula utilis des Berliner Instituts fiir Garungs 
gewerbe) wurden auf Bierwiirzeagar mit 2° Glucose bei 30° geziichtet 
Kulturdauer 15 Stunden. Die Suspensionsfliissigkeit bei den Atmungs- 
messungen war m/20 KH,PO, mit 1%, Glucose. Das MeBgefaiB isi 
an anderer Stelle abgebildet!. Das eingefiillte Flissigkeitsvolumen 
betrug 2,6cem. Bestrahlt wurde von der Seite, der Querschnitt des 
Strahlenkegels an der Eintrittsstelle in den Trog (die ,,Lichtfliche’ 
betrug etwa 30 qem. 

Die Temperatur war + 10° bei den Versuchen der ersten Versuchs 
reihe, bei der mit Linien bestrahlt wurde und + 0,2° bei der zweiten 
Versuchsreihe, bei der mit Spektralbezirken aus dem Bogen der weiben 
Effektkohle bestrahlt wurde. 

Die Anordnung fiir Bestrahlung mit Spektralbezirken aus dem Bogen 
der weiBen Effektkohle ist in Abb. 2, fiir Bestrahlung mit der ‘I hallium- 
dampflampe in Abb. 3 dieser Arbeit skizziert. Im iibrigen vergleiche 
man die Skizzen in dieser Zeitschr. 214, 64, 1929. 

Besonderer Wert wurde auf die Messung der ,,Lichtflachen’ 
gelegt, das sind die Querschnitte der Strahlenkegel an den Eintritts 
stellen in die Versuchstrége. Die bolometrisch gemessene Lichtintensitat 
(cal/Minuten), dividiert durch die Lichtfliche, ergibt die Flaichen 
intensitét des Lichtes (cal/;qem . Minuten), die man fiir die Berechnung 
der Absorptionskoeffizienten braucht. 

Eine genaue Messung der Lichtflichen setzt voraus, daB die Quer- 
schnitte der Strahlenkegel scharfe Rainder haben und daB die Licht- 
intensitat gleichmaBig tiber den Querschnitt verteilt ist. Man erreicht 
dies durch ein System von Blenden und Linsen, das fiir jede Anordnung 
und Lichtquelle verschieden ist. 

Protokoll 1 soll zeigen, daB die Verschiebung der Verteilung V 
proportional der Lichtintensitat ¢ ist. 

Protokoll 2 soll zeigen, wie sich die Lichtempfindlichkeit mit de: 
Temperatur andert. 

Protokoll 3 enthalt einen Versuch mit Essigbakterien. 

Protokolle 4 und 5 enthalten Versuche mit Hefe bei 10° und Be- 
strahlung mit Linien. 

Protokolle 6 bis 10 enthalten Versuche mit Hefe bei + 0,2° und 
Bestrahlung mit Spektralbezirken aus dem Bogen der weiben Effekt 
kohle. 


1 Vgl. Abb. 4 in dieser Zeitschr. 214, 64, 1929. 
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Argininstoffwechsel und Harnstoffgenese 
bei héheren Pflanzen. II. 


Von 
Gustav Klein und Karl Taubéck. 


(Aus dem Biolaboratorium Oppau der I. G. Farbenindustrie Aktiengesell- 
schaft, Ludwigshafen a. Rh.) 


(Eingegangen am 16, September 1932.) 


In einer friiheren Arbeit (1) konnten wir bei Zea Mays, Fagopyrum, 
Phaseolus und Soja in nicht steriler Nahriésung und bei Pisum in 
steriler Kultur mit Hilfe unseres mikrochemischen Harnstoffnachweises 
zeigen, daB bei Darbietung von 0,3°, Argininnitrat in der Nahrlésung 
Harnstoff nachweisbar wird und da in sonst harnstofffreien Pflanzen 
Harnstoff auftritt. Eine Vermehrung des Harnstoffs bei Harnstoff- 
pflanzen konnte mit der qualitativen Mikromethode nicht festgestellt 
werden. 

Nach Ausarbeitung quantitativer Bestimmungsmethoden fiir Harn- 
stoff (2) und Arginin (3) in freier und gebundener Form sollte die Frage 
der Harnstoffentstehung bei Argininfitterung in steriler Kultur (4) nochmals 
iiberpriift werden, zumal eine einwandfreie Klarung dieser Verhaltnisse 
eine notwendige Erganzung fiir die Ergebnisse unserer Bilanzversuche (3 
darstellt, in denen wir zeigen konnten, da in den meisten Fallen das 
Arginin rein mengenmaBig die alleinige Quelle fiir den Pflanzenharn 
stoff sein kann. Es sollte nun in physiologischen Versuchen gezeigt 
werden, da zugefiihrtes Arginin von den gefiitterten Pflanzen ver 
braucht — gespalten -- wird und da8B bei dieser Spaltung mindesten- 
intermediar Harnstoff auftritt. 


Als Versuchspflanzen wurden eine harnstofffreie Pflanze -— Zea 
Mays -— und eine ausgesprochene Harnstoffpflanze -— Phaseolus 


vulgaris -- gewahlt. Es wurde mit Arginincarbonat gefiittert, und zwa 
gaben wir pro Kultur mit 2500 ccm Nahrlésung 0,1 °°, Arginin = 0,032‘ 
Arginin-N (= 0.80 g Arginin-N). 
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Es wurden sowohl von Zea Mays als auch von Phaseolus vulgaris 
je sechs sterile Kulturen mit Arginin gefiittert, je sechs blieben als 
Kontrollen argininfrei. AuBerdem wurden noch je zwei Kontrollen und 
ie zwei Versuche mit 1 ccm einer durch ein Faltenfilter filtrierten Erd- 
aufschwemmung infiziert. 


Es wurden also im ganzen 34 Kulturen benétigt. Als Nahrlésung 
wurde Knoopsche Liésung verwendet (auf 1000 cem 0,25 g MgSQO,, 
0.25¢ KH,PO,, 0,12g NaCl, 100g Ca(NO,), 1 Tropfen  Eisen- 
phosphatgemisch). 


Von Zea wurden in eine Kultur zehn bis zwélf, von Phaseolus acht bis 
zehn Samen eingesit. Nach 7 Tagen wurden die Keimlinge mit Kieselgel 
abgedeckt und der Helm der KulturgetéBe abgenommen, nach weiteren 
12 Tagen wurden die zu den Versuchen ausersehenen Kulturen mit steriler 
Argininlésung gefiittert. AnlaéSlich der Fiitterung wurde das verbrauchte 
Wasser in Form stickstofffreter Nahrlésung nachgefiillt. 6 Tage nach der 
Fiitterung wurden die Versuchsserien abgebrochen. Die Pflanzen wurden in 
..Wurzeln** und ,,oberirdische Organe*' getrennt, in der in friiheren Arbeiten 
beschriebenen Weise getrocknet und pulverisiert. Die Pflanzen der einzelnen 
Kulturen wurden getrennt untersucht. Die Nahrlésungen wurden auf 
2500 cem aufgefiillt. Dann wurden in aliquoten Anteilen der Lésung die 
notwendigen Analysen durchgefiihrt. Soweit eine Aufarbeitung der Lésungen 
nicht augenblicklich méglich war, wurden diese im Kiihlraum bei 6° 
eingefroren. 


In dem Material -—- Nahrlésungen und Pflanzen — wurden folgende 
Bestimmungen durchgefihrt 


|. freies und gebundenes Arginin, nach unserer Methode. 


2. Gesamtharnstoff, nach unserer Methode. 
3. Ammoniak nach Folin. 
4. Gesamtstickstoff nach Kjeldahl. 


5. Ornithin nach einer neuen, noch nicht verdffentlichten Methode von 
G@. Klein und A. Grosse. Es waren vorliufig nur qualitative Be- 
stimmungen mdglich. 

Jede der einzelnen sterilen Kulturen stellt ein geschlossenes System 
mit zwei Teilen -- Néhrlésung und Same bzw. Pflanze — dar. In 
diesem System kann es praktisch zu keinem Stickstoffverlust kommen, 
lediglich zu einer Verschiebung der Stickstoffmenge von der Nahrlésung 
zur Pflanze und zu einer Umwandlung der Stickstofformen, wobei die 
Tatigkeit von Mikroorganismen natiirlich ausgeschlossen ist. Die 
Wichtigkeit der sterilen Kulturmethode wird durch die mit Erdinfus 
kiinstlich infizierten Kulturen aufs neue gezeigt: die infizierten Versuche 
jiefern durchaus andere Ergebnisse. 

Jeder einzelnen Versuchskultur wurden 800 mg Arginin-N geboten 

(Einwage; aus Kontrollanalysen la8t sich fiir die Kultur 789 mg 

Arginin-N finden). 
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I. Kulturlésungen. 
1. Nach Versuchsende waren in den sechs Niahrlésungen der 
Phaseolusversuche nunmehr folgende Argininmengen zu finden: 
Phaseoluskulturen (Naihrlésung 6 Tage nach der Fiitterung) 


Nr. 1: 309 mg Arginin-N 

os St 3. = 

» o: 2 . ba 

~ St Bee» a 

., 5: erwies sich als infiziert, s. weiter unten 


»» 6: 293 mg Arginin-N 

Die Verschiedenheit der Werte kommt daher, daB sich nicht alle 
Kulturen und Keimlinge ganz gleichmabig entwickelt haben. Im Durch- 
schnitt sind in der Nahrlésung 310 mg Arginin-N vorhanden, d. h., daB 
wihrend der sechstigigen Versuchsdauer etwa 490 mg Arginin-N 
= 61,25°% aus der Nahrlésung verschwunden sind. 

Diese aufgenommene Stickstoffmenge findet sich in der Bilanz- 
rechnung am Ende des Versuchs in der entsprechenden Zunahme an 
Gesamt-N (aus den Werten anorganischer N -- Arginin-N zu Beginn 
des Versuchs und Gesamt-N in Lésung und Pflanze am Ende). 

Die weiteren Analysen der Lésungen zeigen, daB das Arginin von 
den Pflanzen aufgenommen und nicht in der Nahrlésung in andere 
Stickstofformen umgewandelt wurde: 

Harnstoj/f war in keiner der Nahrlésungen auch nur in Spuren zu 
finden. AuBer den manometrischen Bestimmungen wurde auch ver- 
sucht, in den eingeengten, essigsauer gemachten Lésungen den Harn- 
stoff mit Xanthydrol zu fallen. Alle Versuche blieben eindeutig negativ. 

Auch die Ornithinreaktion gab negatives Ergebnis. Ammoniak-N 
wurde nur in Spuren (bis héchstens 2,1 °% des verschwundenen Arginin-N) 
gefunden (durchschnittlich 0,006°% der Nahrlésung). 

Auch der Gesamtstickstoffgehalt der Lésungen ist von einem 
Anfangswert von 1220mg Gesamt-N auf durchschnittlich 355 mg 
Gesamt-N abgesunken. Es ist also vor allem das Nitrat von den Pflanzen 
aufgenommen worden. 

Ganz andere Verhiltnisse zeigten die mit Erdinfus infizierten 
Kulturen und die spontan infizierte Kultur Nr. 5. In diesen Versuchen 
war das Arginin aus der Nahrlésung bis auf minimale Spuren ver- 
schwunden. In Versuch 5 waren 255 mg Harnsto/f-N zu finden, also 
liegen 31,8°, (von den iiberhaupt méglichen 50°.) des Arginin-N als 
Harnstoff vor und 3,5°% als NH,-N (28mg NH,-N in der Kultur, 
das entspricht also etwa 19%, des aus dem verbrauchten Arginin ent- 
standenen und rasch wieder weiterverarbeiteten Harnstoffs). Ornithin 
konnte qualitativ nachgewiesen werden. Es wurde also unter Einflul 
der Mikroorganismen die gesamte Argininmenge abgebaut, wobei 
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Ornithin und Harnstoff entstanden. Der Harnstoff verschwand seiner- 
seits, aufgenommen von der Pflanze, sei es als Harnstoff oder als Am- 
moniak. Ammoniak selbst wurde auch in den infizierten Lésungen nur 
in geringer Menge gefunden. Der Verlust an Gesamtstickstoff ist in 
den infizierten Lésungen gréBer als in den sterilen. was dafiir spricht, 
daB intaktes Arginin langsamer aufgenommen wird als dessen Spalt- 
linge. 

2. Gleichsinnige Ergebnisse wie bei der ausgesprochenen Harnstoff- 
pflanze Phaseolus erhielten wir auch in den Nahrlésungen der harnstoff- 
freien Keimlinge von Zea Mays. Geboten wurden 800 mg Arginin-N. 
Nach 6 Tagen waren nunmehr folgende Mengen feststellbar: 

Zeakulturen (Nihrlésungen, 6 Tage nach der Fiitterung). 

Nr. 1: 131,5 mg Arginin-N 


co 3: Tae w o 
oo Or Bake” os pa 

4: 99,3 ,, si 
» Ol DEF ve pe 


(Kine Kultur war spontan infiziert) Mittel: 109,1 mg. 

Der durchschnittliche Argininverbrauch aus den Nahrlésungen 
ist demnach 691 mg = 86,4°%, also noch mehr als bei Phaseolus. 

Auch in dieser Versuchsserie war weder mit der Manometermethode 
noch mittels Xanthyrolfillung Harnstof/f nachzuweisen. Ebenso ergab 
die qualitative Ornithinreaktion negatives Resultat. 

Ammoniak-N ist nur wenig vorhanden, durchschnittlich 12 mg 
pro Kultur, mit nur geringen Schwankungen der Einzelwerte. Es sind 
also nur 1,7°% des verbrauchten Arginin-N als Ammoniak in der Nahr- 
losung wiederzufinden. 

Auch die infizierten Nahrlésungen der Maiskeimlinge ergaben 
gleichsinniges Ergebnis wie die infizierten Phaseolus-Nihrlésungen. 

Sowohl bei der spontan infizierten als auch bei den mit Erdinfus 
infizierten Kulturlésungen war das Arginin praktisch vollstindig ver- 
schwunden bzw. umgewandelt. Bei der spontan infizierten Kultur 
waren 36°% des verschwundenen Arginin-N als Harnstoff-N wieder- 
zufinden, nur 2,4°%, als Ammoniak-N. Ornithin war qualitativ nach- 
weisbar. 

Cherblickt man die durch die Analyse der sterilen Nahrlésungen 
von Phaseolus und Zea gewonnenen Resultate, so sieht man, daB bei 
den verhaltnismaBig geringen Argininkonzentrationen, die bei der 
Fiitterung angewendet wurden, sich Spaltprodukte in der Ndhrlosung 
nicht anhaiufen, sondern, falls sie iberhaupt im Nahrmedium entstehen, 
sofort aufgenommen werden. Zur endgiiltigen Klarung der Frage der 
Argininspaltung durch die Wurzel im Au8enmedium miissen noch 
Versuche unternommen werden, bei denen mit einem UberschuB von 


19* 








282 (. Klein u. K. Taubéck: 


Arginin uberschwemmt wird. Jedenfalls steht fest, daB das Arginin 

gespalten oder intakt -— aus der Lésung verschwindet, demnach 
von der Pflanze aufgenommen werden muB. Die Untersuchung der 
Pflanzen ergibt zur Frage der Aufnahme intakten Arginins weitere 
Kinzelheiten (s. unten). 

Die infizierten Kulturlésungen zeigen, da im Medium unter dem 
KinfluB der Mikroorganismen aus dem Arginin Ornithin und Harnstoff 
entsteht und zwar rascher als diese Kérper von der Pflanze aufgenommen 
werden kénnen. Darum konnten wir in den nichtsterilen Versuchen 
Harnstoffanhaufung feststellen. 

Die 'Tatsache, daB unter nichtsterilen Versuchsbedingungen Harn- 
stoifbildung zu beobachten ist, wobei die absoluten Harnstoffmengen 
nicht groB sind, spricht dafiir, daB eine eventuelle Argininspaltung im 
Medium durch die Wurzel nur eine geringe Rolle spielen kénnte. 


II. Pflanzen, 


Von den mit Arginin gefiitterten Pflanzen und den nicht gefiitterten 
Kontrolipflanzen, die bei Versuchsende 25 Tage alt waren, wurden dic 
Wurzeln und die griinen, autotrophen Organe getrennt untersucht. 


Phaseolus. 


Das Wurzelmaterial der Versuche 1 bis 3 sowie 4 und 5 wurde ver- 
einigt, da zu wenig vorhanden war, um alle Analysen bei den einzelnen 
Kulturen durchfiihren zu kénnen. Aber es handelt sich ohnehin vor allem 
um Durchschnittswerte. 

Wir geben im folgenden die Analysenwerte in Prozenten des 
‘Trockengewichts und in Milligramm pro Kultur, diese sind berechnet 
auf Grund der 'Trockengewichte und des Prozentgehaltes. Die Zahlen 
sind die Mittelwerte der Analysenergebnisse der Einzelkulturen. Die 
Einzelwerte weichen nur wenig voneinander ab. 


W urzeln. 





Freies Arginin-N Gesamt-Arginin-N 
Versuch ........ | 0,26% (0,81)* | 0,40% (1,24) 
Kontrolle. ....... 0.02% (0,06) 016°, (0,50) 


* Die eingeklammerten Zahlen sind die entsprechenden, anf Arginin berechneter 
Prozentwerte. 


In den Wurzeln der Versuchspflanzen ist also gegeniiber den 
Kontrollen eine Argininvermehrung von 0,24°%, des Trockengewichts, 


also um 1200% des freien und 150% des Gesamtarginins gegeniiber 
der Kontrolle zu verzeichnen. 
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Griine Organe. 





Freies Arginin-N Gesamt-Arginin-N 


Vereuch ........ | 000% (0,26) | 052% (1,62) 
Kontrolle. ...... . || 0,05% (0,15) | 0,28°% (0,87) 


- oO 


Es ist also in den Versuchen das Gesamtarginin um 85,7 °%, erhéht 
und zwar gerade der Anteil des freien Arginins. 

Ein Teil des aus der Nahrlésung verschwundenen Arginins, aller- 
dings ein in absoluter Menge sehr geringer, namlich im Durchschnitt 
1,3 mg pro Kultur, ist demnach in der Pflanze als intaktes, freies Arginin 
wiederzufinden. 

Fiir einen anderen — wie wir sehen werden, auch geringen 
Teil des aufgenommenen Arginins tritt in den gefiitterten Pflanzen 
Harnstoff-N auf. 

Die Harnstoffbestimmungen (Gesamtharnstoff) ergaben folgendes 
Resultat (Durchschnittswerte). 


Wurzeln. 





Harnstoff-N 
Vemmen ww www ew ow » | ORS Ce 
Kontroille ........ 041°, (0,88) 


* Prozente Harnstoff. 


Das gibt fiir die Versuche einen UberschuB von 0,26 °%, des Wurzel- 
trockengewichts oder 63,4°, Harnstoff-N gegeniiber der Kontrolle. 


Griine Organe. 





Harnstoff-N 


ee ae 0,59 % (1,26) 
NG. sk a ee ws 0,27 °% (0,58) 


Das ist ein UberschuB von 0,32 % des Trockengewichts der griinen 
Organe bzw. 118,5°% Harnstoff gegeniiber der Kontrolle. 

In absoluten Werten sind in den Versuchspflanzen durch- 
schnittlich 6,9 mg Harnstoff-N mehr vorhanden als in den Kontroll- 
pflanzen. 


Es ist also in den arginingefiitterten Phaseoluskeimlingen mehr 
Harnstoff vorhanden als in den Kontrollkulturen, d.h. das auf- 
genommene Arginin wurde iiber Harnstoff als Zwischenprodukt ge- 
spalten. Die Harnstoffpflanze Phaseolus ist imstande, einen, wenn auch 
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nur kleinen ‘Teil dieses ,,durchlaufenden’ Harnstoffs in Ureidform 
festzulegen (s. dagegen spiter bei Mais). 

Da aus der Kulturl6sung 490 mg Arginin-N verschwunden sind 
wovon in den Pflanzen als Arginin- bzw. Harnstoff-N insgesamt nur 
8,2 mg zu finden sind, kann festgestellt werden, daB das intakt auf- 
genommene Arginin sofort weitergespalten und der dabei entstehende 
Harnstoff nur zum geringsten Teil festgelegt wird. 

In diesem ProzeB der Argininverwertung tritt in den Pflanzen bei 
der von uns gefiitterten Argininkonzentration kein Uberschu8 von 
Ammoniak auf. 

Wichtig ist auch die Feststellung, daB bei dem groBen Arginin- 
verbrauch aus der Nahrlésung eine Vermehrung des Gehalts der Pflanze 
an Eiweifarginin nicht stattfindet. Das deckt sich mit friiheren Be- 
funden, die zeigten, daB Arginin sehr langsam in Eiweif eingebaut wird, 

Unter Normalbedingungen stehen den Phaseoluskeimlingen im 
Verhaltnis zu der Fiitterung nur geringe Argininmengen zur Verfiigung, 
die aber mit guter Ausbeute zur Ureidbildung benutzt werden, wihrend 
bei unseren Versuchen von den groBen tatsichlich wmgesetzten Arginin- 
mengen nur ein relativ geringer Anteil als Ureid-N festgelegt wird. 
Dies spricht wieder dafiir, daB die Ureide vor allem nach MaBgabe des 
zur Abbindung des Harnstoffs zur Verfiigung stehenden Paarlings 
(Aldehyde) gebildet werden. 

Die Analysen der Keimlinge von Zea Mays ergaben grundsatzlich 
die gleichen Ergebnisse. 

Zea Mays. 


Wurzeln. 





Gesamt-Arginin-N 


a eer 0,17 % (0,53) 
I eg 0,08 °,, (0,25) 


Dabei ist die Menge des EiweiBarginins in Versuch und Kontrolle 
gleich, etwa 0,08%. Doch wahrend der Gehalt an freiem Arginin in 
den Wurzeln der Kontrollpflanzen sehr gering, praktisch Null ist, 
betragt er bei den Versuchspflanzen 0,09 % Arginin-N. Demnach haben 
die Versuche um 112,5°% mehr Gesamtarginin als die Kontrollen. 


Griine Organe. 





|| Gesamt-Arginin-N 


MN Gs. ko ew 0.21% (0,65) 
Momeeie .... 5c. 0,17 °,, (0,53) 
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Wir haben hier, ebenso wie bei Phaseolus, auch in den griinen 
Organen einen ArgininiiberschuB, der prozentual freilich geringer ist 
als in der Wurzel, namlich 23,5°%. Auch dieser geringe Uberschu8 
stammt von einer Vermehrung des freéen Arginins. Die Erhéhung 
betrigt pro Kultur durchschnittlich 1,2 mg Arginin-N. 

Die Harnstoffanalysen ergaben folgendes: 

In den oberirdischen Organen der normalerweise harnstofffreien 
Zeakeimlinge ist auch bei Verfiitterung von Arginin in der gewahlten 
Konzentration kein Harnstoff zu finden. Dagegen stellten wir in den 
Wurzeln der Versuchspflanzen gegeniiber den negativen Kontrollen 
0,08 %, Harnstoff-N fest (0,16 °% Harnstoff). Das macht fiir die Wurzeln 
und Pflanzen einer Kultur 0,4 mg Harnstoff-N (0,86 mg Harnstoff). 
Die Ausbeute an festgelegtem Harnstoff ist hiermit bei einem Arginin- 
verbrauch von 691 mg Arginin-N sehr gering, geringer als bei Phaseolus. 
Die sonst harnstofffreie Pflanze ist eben grundsatzlich schwer imstande, 
Harnstoff in Ureidform zu binden. 

DaB aber intaktes Arginin aus der Nahrlésung aufgenommen 
und umgesetzt wurde, steht auBer Zweifel; ebenso, daB bei der Fiitterung 
Harnstoff aufgetreten ist. Das aufgenommene Arginin wird nicht 
direkt ins EiweiB eingebaut, sondern erfaihrt eine iiber Harnstoff laufende 
Spaltung. Das aus dem verschwindenden Harnstoff entstehende 
Ammoniak wird sofort weiterverwendet, wie die Ammoniakbestimmungen 
zeigten. 

Bei der Verfiitterung gréBerer Argininmengen wird sich sicher auch 
in den oberirdischen Organen ein groBer Argininiiberschu® feststellen 
lassen, ebenso wird es schlieBlich zu einer Uberschwemmung mit Am- 
moniak kommen. 

Fiir den Arginin-Harnstoff-Stoffwechsel ergibt sich aus den Ver- 
suchen folgendes: 

Wenn man in die Pflanzenzellen durch Fiitterung Arginin einfiihrt, 
was moéglich ist, da durch die Wurzel intaktes Arginin aufgenommen 
wird, so wird dieses Argirin in der Pflanze abgebaut., Bei dieser Spaltung 
tritt intermedidr Harnstoff auf, der wenigstens zu einem kleinen Teil 

nach MaBgabe der zur Verfiigung stehenden Ureidpaarlinge — liegen 
bleiben kann. Dabei zeigt sich ein Unterschied zwischen Harnstoff- 
pflanzen und sonst harnstofffreien. Das aus dem Argininabbau ent- 
stehende Ammoniak wird weiterverwendet. 


Zusammenfassung. 


In stervlen Fiitterungsversuchen an je einem normal harnstofffreien 
(Mais) und harnstofffiihrenden (Bohne) Pflanzentypus wurde folgendes 
gefunden: 
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Das in Nahrlésung gebotene Arginin wird in steriler Lésung von 
den Wurzeln nicht gespalten, sondern intakt aufgenommen, in der 
Pflanze zum gréBten Teil und sehr schnell gespalten. Ein geringer 
Teil des dabei entstehenden Harnstoffs wird in der Pflanze wieder- 
gefunden, und zwar mehr bei der auch normal harnstoffiihrenden Pflanze. 
Der iiberwiegende Teil wird ebenfalls schnell verbraucht und ist nicht 
als Ammoniak zu finden. 


Literatur. 
1) G. Klein u. K. Taubéck, Osterr. Bot. Zeitschr. 76, 43, 1927. 
2) Dieselben, diese Zeitschr. 241, 413, 1931. 3) Dieselben, ebenda 251, 


10, 1932. 4) G. Klein u. J. Kisser, Sitzungsber. d. Akad. d. Wiss., Mathem.- 
naturw. Kl., Abt. 1, 184, H. 3—4, 1925; Dieselben. Goebels Beitr., 1926, 
2. Heft; J. WeiBflog, Planta (im Druck). 
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Uber eine Reaktion der Proteine mit Jodsaure. 


Von 
Hugo Bauer und Eduard Strauss. 


Aus dem chemotherapeutischen Forschungsinstitut ,,@eorg Speyer-Haus** in 
Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 16. September 1932.) 


Gelegentlich unserer Studien tiber die Halogensubstitution von 
Proteinen! haben wir eine Beobachtung gemacht, die wir, da sie nach 
unserer Kenntnis noch nicht beschrieben ist, in Kiirze mitteilen wollen. 

Fiigt man zu wasserigen Lésungen oder Suspensionen von Proteinen 
freie Jodsdure hinzu, so tritt alsbald eine mehr oder weniger intensive 
Gelbfdérbung auf. Dicse riihrt, wie sich durch Zusatz von Starkelésung 
oder durch Ausschiitteln mit Chloroform zeigen laBt, von freiem ./od 
her. Die Jodsiure wirkt also auf bestimmte Gruppen der Proteine 
oxydierend, es bildet sich Jodwasserstoff, der nun seinerseits mit der 
iiberschiissigen Jodsiure Jod freimacht; dabei zeigt sich dann weiter, 
daB die Gelbfirbung mehr oder minder schnell wieder verschwindet, 
d.h., daB das freigewordene Jod von den Proteinen gebunden wird. 

Wir haben diese Umsetzung an den uns gerade zur Verfiigung 
stehenden Materialien gepriift und folgendes gefunden: 


1. Normalpferdeserum 
2. Serumalbumin in wae eo ae ee 
3. Ovalbumin, genuin und koaguliert . . ++ + (bleibt bestehen) 
4. Casein Tammarsten, in Wasser suspendiert 
SS  c- 4a = GS & So a ae} S 
6. Globin (aus Pferde-, Hammel- u. Ziegen- 
blut in genuinléslicher u. denaturiert-un- 
ae ++ (verschwindet rasch) 


7. Fibrin (aus Blut) ....... 
Wir haben nun eine Reihe von Aminosiuren gepriift, um den 
Angriffspunkt der Reaktion im Protein festzustellen; dabei zeigte sich 
eine stark positive Reaktion nur bei Cystin baw. Cystein und bei T'rypto- 


! H. Bauer u. E. Strauss, diese Zeitschr. 211, 163, 1929. 
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phan, d.h. bei den Bausteinen, deren Verainderung bei der Jodierung 
der Proteine wir bereits kennen!. Beim Tryptophan bildete sich all 
mahlich ein charakteristischer rotbrauner Niederschlag. Bei Glykokol! 
Prolin, Phenylalanin, Tyrosin, Histidin und Glucosamin dagegen fie! 
die Reaktion véllig negativ aus. Starke Jodabscheidung unter Auftreten 
graublauer Farbung ergab sich ferner bei Einwirkung von Jodsiur 
auf Indol, sowie auf aromatische Thiophenole bzw. Disulfide; negatiy 
blieb die Einwirkung auf verschiedene Zucker (Hexosen und Pentosen) 

Wir schlieBen daraus, daB die oxydative Verinderung, die dic 
Proteine durch die direkte Einwirkung von Jodsiure bereits in dei 
Kilte erleiden, sich am Cystinschwefel und an der leicht verander- 
lichen a«-CH-Stelle des Tryptophans abspielt und also den bei der 
Jodierung der Proteine eintretenden ,,Nebenreaktionen” entspricht. 

Wir durften demnach erwarten, da bei solchen Proteinen, denen 
Cystin und Tryptophan als Bausteine fehlen, unsere Jodsiurereaktion 
ausbleiben werde, und wir haben daher Glutin und Sericin (Seidenleim 
daraufhin geprift. Das Glutin gewannen wir aus bester Handelsgelatine 
durch Auswaschen mit Wasser, Behandlung mit verdiinnter Natronlauge 
und Essigsiure und Umfillung aus Alkohol; hierbei gelang es uns aber 
nicht, ein Produkt zu erhalten, das véllig frei von fremden Proteinen 
war: das Material gab noch eine positive Reaktion auf Tyrosin (Millon- 
Probe), sowie eine schwache Reaktion auf Tryptophan (Probe nach 
Neubauer-Rhode). Die Schwefelbleiprobe war negativ. Dieses Glutin 
zeigte, offenbar also infolge jener Verunreinigungen, eine schwach 
positive Jodsaiurereaktion. Das Sericin stellten wir aus Rohseide 
nach dem Verfahren von E. Fischer dar; es zeigte eine nur spurenweise 
positive Tryptophanreaktion (im Gegensatz zu deren sehr stark positiven 
Ausfall beim Seiden/ibroin) und eine negative Schwefelbleiprobe 
Die dSodsiiurereaktion fiel hier negativ aus. 

Seidenfibroin und Keratin konnten wir wegen ihrer Unangreifbarkeit 
mit Jodséure nicht zur Reaktion bringen. 


1 F. Blum u. E. Strauss, Zeitschr. f. physiol. Chem. 112, 11, 1920. 
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Experimentelle Untersuchung 
iiber den Einflu6B des Alkohols auf die Oxydation. 
Von 
A. Bickel und I. Kanai. 


(Aus den seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 23. Juni 1932.) 


Bei einer Untersuchung iiber den EinfluB des Alkohols auf die 
Oxydation hat man von zwei Tatsachen auszugehen: 1. Alkohol wird 
dauernd im eigenen Stoffwechsel der Zelle gebildet und seine Ver- 
brennung kommt demnach der Zellarbeit zugute. 2. lm K6rper ver- 
brennender Alkohol kann energetisch fiir entsprechende Mengen von 
Kohlenhydrat, Fett und EiweiB eintreten. Daraus ergibt sich weiter, 
daB der Alkohol eine spezifisch-dynamische Wirkung am Lungengas- 
wechsel auslésen muB. Die Wirkung des Alkohols auf den Lungengas- 
wechsel ist oft untersucht worden und zwar unter verschiedenen Be- 
dingungen: bei kérperlicher Ruhe und bei der Arbeit [Durig (1)]. Bis 
auf wenige Prozent verbrennt der Alkohol im Kérper zu Kohlensiéure 
und Wasser. 

Aber neben allen diesen Vorgangen, die im Organismus im AnschluB 
an die spontane Alkoholbildung beim Stoffwechsel oder im AnschluB 
an die zusaitzliche Zufuhr von Alkohol zum Ké6rper ablaufen, und die 
den Alkohol in eine Reihe mit den Nahrmaterialien stellen, gehen 
Giftwirkungen des Alkohols einher, die unter anderem auf dem Wege 
iiber das Nervensystem, aber auch durch unmittelbare Zellwirkung 
modifizierend in die eben geschilderte Art von Vorgaingen bei der 
Alkoholverwertung im Kérper eingreifen kénnen. Besonders eingehend 
ist das bekanntlich am Beispiel der Muskelbewegung untersucht worden. 
Die unmittelbar mechanische Energie liefernde Nahrwirkung des Alko- 
hols wird bei toxischer Alkoholwirkung dahin abgeindert, daB der 
Muskel unter geringerer Ausnutzung des ihm zu Gebote stehenden 
Materials weniger Arbeit leistet. 

Man sieht: Es hangt wesentlich von der Dosierung ab, ob der 
Alkohol im Kérper sich in die Rolle eines Nahrungsmittels einfiigt, 
oder ob er durch Giftwirkung seine geordnete eigene energetische 
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Verwertung und diejenige anderen Nahrmaterials gefaihrdet. Anderer 
seits hangt aber die Verwertung des Alkohols im Kérper auch von dem 
jeweiligen Allgemeinzustand des Kérpers ab. Das gilt ebenso fiir di: 
Verwertung des beim Stoffwechsel sich spontan bildenden Alkohols 
wie des ad hoc dem Kérper von auBen zugefiihrten Alkohols. 


Im normalen Blute finden sich immer Spuren von Athylalkohol 


Bei starken individuellen Schwankungen betragt der °ige Niichternwert 
im Blute beim stoffwechselgesunden Menschen etwa 37.8 y im Mitte] 
Gibt man einem gesunden Menschen 0,25 g Alkohol abs. pro 1 kg Kérper 
gewicht in 100 ccm Wasser peroral, so steigt der Blutalkoholgehalt an, 
beschreibt eine bestimmte Kurve und kehrt allmahlich zu dem Ausgangswert 
(= Niichternwert) zuriick. Man bezeichnet dieses Phainomen als ,,alimen 
tire Alkoholimie‘ [siehe G. Dell’ Acqua(2) ; hier findet sich auch die Literatu 
zu dieser Frage}. Bei Fettleibigen verlauft die alimentare Alkoholamiekurve 
auf einem etwas héheren Niveau als beim Normalen, bei H yperthyreoidismus 
ist sie abgeflacht, beim Diabetes melitus fallt ein abnorm starker Anstieg 
der Kurve 30 Minuten nach der Alkoholgabe auf; erst nach 3 Stunden ist 
der Ausgangspunkt wieder erreicht. Insulingabe ist ohne Einflu8 auf die 
alimentaire Alkoholamiekurve sowohl beim Diabetiker wie beim Gesunden. 
Das gilt auch fir die Muskelbewegung, auch fiir die Adrenalingabe u. a. 
(Dell’ Acqua, 1. c.). Andererseits kann aber Alkoholzufuhr bei Diabetikern 
die Acetonurie und Sdureintoxikation geradezu mindern (Neubauer*). 
Hier fungiert der Alkohol offenbar als Ersatznahrmittel fiir Kohlenhydrate. 


Wenn auch das Schicksal peroral zugefiihrten Alkohols beim 
gesunden wie stoffwechselkranken Koérper nicht wesentlich verschieden 
sein mag und vielleicht nur die in der Zeiteinheit oxydierten Mengen 
und iiberhaupt die schlieBlich oxydierte totale Alkoholmenge etwas 
variieren mag in Abhangigkeit von dem kérperlichen Allgemeinzustand, 
wenn also auch der Alkohol selbst im wesentlichen immer zu Kohlenséure 
und Wasser oxydiert wird, soweit er nicht in geringen Spuren mit der 
Atemluft eliminiert wird (etwa 2 bis 5°), so ist es doch denkbar, dal} 
der Alkohol durch seine toxische Wirkung die Gesamtheit der Oxy- 
dationsprozesse beeinfluBt, also neben seiner Eigenschaft, als Brenn- 
material zu dienen, d. h. Objekt der vitalen Oxydation zu sein und hier 
auch Vertretungen auszufiihren, Wirkungen entfaltet, die die Oxy- 
dation der gesamten organischen Substanz oder einzelner ihrer Kom- 
ponenten in bestimmter Richtung beeinflussen. 

Der Alkohol gehért zu der Gruppe der Narkotica. Da andere 
Narkotica (Chloroform, Ather, Avertin, Narcylen) derartige Wirkungen 
auf den Stoffwechsel ausiiben, wissen wir. Aus diesem Grunde schien 
es von nicht unerheblicher Bedeutung, eine derartige Untersuchung 
mit dem Alkohol anzustellen, und diese Arbeit erschien uns um so 
dringlicher, als der Alkohol ja nicht nur Narkoticum, sondern in ge- 
wissen Mengen ja auch Nahrmittel, vor allem aber in weitestem Umfang 
GenuBmittel ist. 
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Man muB sich auch die Frage vorlegen, ob die spontan beim Stoff- 
wechsel sich bildenden Alkoholmengen nur kalorische Bedeutung haben, 
der ob ihnen auch im Sinne von Verbrennungsreglern dynamische 
Wirkungen zustehen. Das Wesentliche, was wir tiber Beeinflussung 
der oxydativen Prozesse im Kérper durch Narkotica wissen, sei hier 
kurz zusammengefaBt. 


Gelegentliches Auftreten von Glykosurie, haufiges Erscheinen von 
(jlucuronsaéure im Harn und von Acetonurie nach Narkosen ist seit langem 
bekannt. Die Chloroformnarkose setzt fettige Degeneration der Leberacini 
mit groBer RegelmaBigkeit. Dadurch wird die beobachtete Stérung im 
Zuckerhaushalt unserem Verstaéndnis néher geriickt. Auch jede Ather- 
narkose macht nach Boshamer (4) eine allerdings nur geringgradige Leber- 
schadigung, die aber sehr deutlich wird, wenn bereits vor der Narkose eine, 
sei es auch nicht erkennbare, Leberschidigung bestand. Insbesondere 
scheint aber auch die Regenerationskraft des Leberparenchyms zu leiden. 
So kann gar eine schwere Hepatargie entstehen durch die Summation von 
vorhandener Leberschadigung und Leberschidigung durch Athernarkose. 
Ks fiihrt die Athernarkose sehr leicht zu einer Erschwerung in der Aus- 
scheidung einer bestimmten, parenteral gegebenen Bilirubinmenge. Dys- 
oxydative Carbonurie, die weder durch Ausscheidung von Ketonk6érpern, 
noch durch diejenige reduzierender Stoffe im Harn bedingt zu sein braucht, 
beobachtete A.A. Goldbloom (5) im Jahre 1928 im Bickelschen Labora- 
torium nach Athernarkose. Nach der Chloroform- und Morphiumnarkose 
wurde die dysoxydative Carbonurie vermift. 2 Jahre spater stellten Fuss 
und Derra (6) eine durch O,-Atmung unterdriickbare Erhéhung der Blut- 
milchséure bei Athernarkose am Hunde fest. Fuss (7) fand dabei aber 
andererseits eine Hyperglykamie, die durch O,-Zugabe zum Ather bei der 
Tropfnarkose am Hunde nicht unterdriickbar war. Beim phlorrhizin- 
vergifteten Hunde stieg der Ketonkérpergehalt des Blutes etwa 24 Stunden 
nach der Athernarkose an, wahrend beim normalen Tier dieses Phainomen 
vermiBt wurde. Die Alkalireserve des Blutes endlich nahm ab. Ein gewisser, 
aber kein genaver Parallelismus zum Milchséureanstieg, aber nicht zum 
}-Oxybutterséureanstieg und der Ketonkérpervermehrung war vorhanden, 
jedoch war die Milchséurevermehrung nicht die alleinige Ursache der 
Acidosis. Bei der Narcylennarkose walten nach Fuss und Derra aihnliche 
Stérungen ob. 

Beachtenswert ist endlich der Befund von Simon und Annan (8), 
nach dem sich bei der Chloroformnarkose der Amino-N-Gehalt des Gesamt- 
blutes meist erhdéht. 


Alle diese Beobachtungen deuten auf ein dysoxydatives Moment 
bei den verschiedenen Arten der Narkose (Chloroform, Ather, Narcylen), 
das sich sowohl am intermediaren Kohlenhydrat- wie am Fetteiweib- 
umsatz geltend macht. Wir haben es also hier mit Wirkungen von 
Narkoticis auf den Ablauf der Verbrennungen an der organischen 
Korpersubstanz zu tun. 


Es war nun durchaus von Interesse, zu sehen, wie sich in dieser 
Hinsicht der Alkohol verhalt, der auf der einen Seite als physiologisches 
Intermediairprodukt beim Stoffwechsel und als Nahrmaterial zu gelten 








292 A. Bickel u. I. Kanai: 


hat, auf der anderen Seite aber auch Eigenschaften besitzt, die ihn 
mit der Stoffgruppe der Narkotica verbinden. Gerade von einer genauen 
Feststellung der Vorginge im inte:mediaren Stoffwechsel bei Alkohol 
zufuhr werden wir wertvolle Aufschliisse auch iiber die Frage erwarten 
diirfen, wieweit der Alkohol als narkotisches GenuBmittel von jenen 
anderen Narkoticis unterschieden ist. Eine Klarung dieser Frage 
liegt durchaus im Interesse der ganzen Beurteilung, die der Alkohol 
als GenuBmittel zu erfahren hat. Einen ersten Beitrag zur Lésung 
dieser Frage soll die vorliegende Untersuchung bringen. 

Wir studierten bei gesunden Kaninchen den Einflu8 der taglichen 
peroralen Zufuhr anfanglich kleinerer, spater gréBerer Mengen absoluten 
Alkohols auf den Oxydationsquotienten des Harns. Die Tiere erhielten 
bei den Versuchen als Futter frische Mohrriiben, von denen sie nach Be- 
lieben fressen konnten. Jeder Versuch dauerte etwas iiber einen Monat. 
In einer Vorperiode bekamen die Tiere in der Regel neben dem Futter 
mit der Schlundsonde taglich 50 cem Leitungswasser eingegossen. In der 
Hauptperiode bekamen sie anfangs 45ccm Wasser + 5cem Alkohol abs., 
spiter 42cem Wasser + 8eem Alkohol abs. durch die Schlundsonde 
taglich neben dem Mohrriibenfutter. Das Koérpergewicht blieb wahrend 
der Versuchsdauer ziemlich konstant, obschon die taglich verzehrte Futter- 
menge im Verlauf der Versuche allmahlich sich etwas verminderte. Es 
macht sich wohl in den beiden Erscheinungen: Gewichtskonstanz und ab- 
nehmende Futtermenge der Ersatz eines Teiles der Nahrung durch Alkoho! 
geltend. Taglich wurde im Harn jeden Tieres der Stickstoff nach Kjeldahl 
und der Vakat-O nach H. Miiller bestimmt. In einzelnen aufeinander- 
folgenden Periodenabschnitten wurden die Mittelwerte fiw N und Vakat-O 
berechnet, durch Division dieser Durchschnittszahlen die Mittelwerte fiir 
den Oxydationsquotienten des betreffenden Periodenabschnitts gefunden. 
In der Tabelle [ sind die Versuchsergebnisse zusammengestellt. Hinsichtlich 
der Beurteilung der Vakat-O-Werte, die nach der Miillerschen Methode 
erhalten werden, verweisen wir auf die Arbeit von Osuka (9). 

_Das Resultat ist folgendes. Bei den gewahlten kleineren Alkohol- 
gaben sinkt in der Regel der Oxydationsquotient, nur im Versuch 3 
blieb er unverindert. Bei den gréBeren Alkoholgaben war ebenfalls 
in zwei Fillen eine Senkung zt sehen, in einem Falle (Kaninchen Nr. 3) 
blieb der Quotient unverandert, in einem Fall (Kaninchen Nr. 4) stieg 
er an. 

Bei den kleineren Gaben erhielten die Tiere etwa 1,7 cem, bei den 
gréBeren Gaben etwa 2,7 ccm pro 1 kg Kérpergewicht absoluten Alkoho! 
tiglich als Zulage zur Nahrung. Das sind gewi8 sehr betrachtliche 
Mengen. So war denn auch die narkotische Wirkung im Anschlub 
an die Alkoholgabe besonders bei den groBen Dosen immer deutlich 

Aus alledem ergibt sich, daB der Genu8 von Alkohol in kleineren 
Dosen, wenn er iiberhaupt den Umsatz der organischen Substanz im 
intermediaren Stoffwechsel beeinfluBt, im Gegensatz zur Morphium 
und Chloroformnarkose, besonders aber auch im Gegensatz zur Ather- 
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narkose die Oxydation anzufachen, eine qualitativ bessere Durch 
oxydierung des organischen Materials herbeizufiihren scheint. Bei 
groBeren narkotischen Dosen machte sich in unseren Versuchen 
bereits ein dysoxydatives Moment gelegentlich geltend. Mit dyna 
mischen, stoffwechselregulatorischen Alkoholwirkungen haben wir es 
offenbar hier zu tun, die in abgeschwichtem MaBe vielleicht auch den 
kleinen, sich beim normalen Umsatz im Kérper dauernd bildenden 
Alkoholmengen zustehen. Es wird jedoch die Aufgabe weiterer Unter- 
suchungen sein miissen, festzustellen, in welcher Weise der Oxydations- 
prozeB bei den verschieden dosierten Alkoholgaben verlauft, und 
wie sich der Blutchemismus unter dem Einflu8 von narkotischen 
Alkoholgaben verhilt, bevor man in definitiver Weise unter anderem 
auch eine genaue Differenzierung zwischen Alkoholwirkung und der- 
jenigen anderer Narkotica vornehmen kann. 


Literatur. 


1) Durig, Pfliigers Archiv 118, 1906. 2) G. Dell’ Acqua, Klin. Wochen- 
schr. 1932, Nr. 17. 3) O. Neubauer, Miinch. Med. Wochenschr. 1928, 
S. 298, Nr. 10. 4) Boshamer, Klin. Wochenschr. 1928, 8. 445, Nr. 10. 

5) A. A. Goldbloom, diese Zeitschr. 192, 298, 1928. 6) Fuss u. Derra, 

Klin. Wochenschr. 1930, S. 2115, Nr. 45; 1932, S. 543, Nr. 13. 7) Fuss, 

ebenda 1930, S. 410; Zeitschr. f. d. ges. exp. Med. 72, 313, 1930. 
8) Simon u. Annau, Naunyn-Schmiedebergs Archiv 152, 129, 1930. 
9) 7’. Osuka, diese Zeitschr. 246, 104, 1932. 
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Kin Beitrag zur Kenntnis des Kohlenhydratstoffwechsels. 


(ber den Einflu8 von Muskelarbeit auf den Blutzucker- und Glykogen- 
gehalt, und der Zueker- und Phosphatinjektion auf den Blutzucker- und 
Glykogengehalt nach Muskelarbeit. 


Von 


Tadao Hiramatsu. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Medizinischen Universitat Nagoya, 
Japan.) 


(Eingegangen am 4. Juli 1932.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


In der Literatur finden sich zahlreiche Arbeiten itiber Muskelarbeit 
und Kohlenhydratstoffwechsel. Man nimmt allgemein an, daB bei 
Muskelarbeit Muskelglykogen als Energiequelle dient und durch Ver- 
mittlung des Blutzuckers aus der Leber ergainzt wird. In der vorliegenden 
Arbeit wird der EinfluB einer ausschlicBlichen Reis- oder Fleischnahrung 
auf diese Vorgiinge untersucht. 


I. Einflu8 von Muskelarbeit auf den Blatzucker- und Glykogengehalt. 


Beziiglich des Einflusses von Muskelarbeit auf den Blutzucker hat 
bereits 1894 Cavazzani berichtet, daB der Blutzucker nach Muskelarbeit 
zunimmt. Dagegen behauptete Wedland (1908), daB er hierbei abnimmt. 
Seitdem sind viele Vertffentlichungen erschienen, die entweder von Zu- 
nahme oder Abnahme, oder auch von keiner Anderung des Blutzucker- 
gehalts nach Muskelarbeit sprechen, so daB diese Frage noch voller Wider- 
spriiche ist. Doch scheint man gegenwartig anzunehmen, daS der Blut- 
zucker bei Muskelarbeit abnimmt. 

Seit der Entdeckung des Glykogens durch Bernard im Jahre 1848 
ist dieser Stoff Gegenstand zahlreicher Untersuchungen gewesen. Es liegt 
daher eine Reihe von Arbeiten tiber die Beziehungen von Muskelarbeit 
und Glykogen vor. A. Eckert (1920), Schirlitz (1920) und M. Kobayschi 
(1924) behaupten, daB bei Muskelarbeit das Glykogen stets abnimmt. 


Doch befassen sich die erwahnten Arbeiten meist entweder nur 
mit der Leber oder mit den Muskeln, sind also nur Teiluntersuchungen. 
Ferner sind auch die in der Mehrzahl, die nicht tiber eigentliche Muskel- 
arbeit, sondern nur iiber den EinfluB berichten, den durck elektrischen 
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Reiz oder durch Tetanus hervorgerufene partielle Muskelkontraktion 
oder andererseits experimenteller Krampf ausiiben. 

Der Verfasser teilte die Versuchstiere, im vorliegenden Falle Ratten, 
in solche, die mit Reis, und solche, die mit Fleisch gefiittert wurden, 
lieB sie in einer besonderen Laufvorrichtung verhaltnismaBig frei laufen 
und bestimmte dann den Blutzucker und das Glykogen der Leber sowie 
der anderen Korperteile. 


Wakabayashi (1928) hat zwar auch Ratten in einem Tretrad eine be 
stimmte Zeit laufen lassen, aber nur ihr Leberglykogen untersucht. Er 
stellte fest, daB das Glykogen nach Muskelarbeit abgenommen habe. 


Methodik. 


Als Versuchstiere wurden gegen 150 g schwere, gut erndhrte und ent 
wickelte mannliche Ratten verwendet. Die Fiitterung fand taglich abends 
zwischen 6 und 7 Uhr statt, und zwar wurden bei Reisfiitterung ungeschalter 
Reis, bei Fleischfiitterung Wurst, von beiden 0,07 g pro 1 g Kérpergewicht 
nebst einer kleinen Menge von ,,Kaburana‘ (Brassica napus rapa) und 
Trinkwasser verabreicht. Zu den Untersuchungen wurden nur Tiere ver 
wendet, die iiber 30 Tage in einer der beiden besonderen Weisen gefiittert 
worden waren. Zur Bewegung wurde eine von mir sorgfaltig durchdachte 
Laufvorrichtung verwendet, bei der die Tiere 1 Stunde lang frei auf einem 
Band laufen. Die so durchlaufene Strecke betrug 540 m. 

Die Blutentnahme erfolgte in der Weise, daB die Ratte in einem von 
mir besonders hergestellten Apparat festgehalten und dann die Schwanzvene 
mit einer Injektionsnadel punktiert wurde. Von dem tropfenweise heraus- 
flieBenden Blute wurde eine bestimmte Menge verwendet. 

Nachdem (zum Zweck der Blutzuckermessung) zuvor, gleich, 1 und 
3 Stunden nach dem Laufen schnell Blut entnommen worden war, wurden 
die Tiere sofort erwiirgt und schnell seziert. Nachdem die Leber und die zu 
untersuchenden K6rperteile (nur der Inhalt der Verdauungsorgane wurde 
fortgeworfen) herausgelést waren, wurde getrennt das Glykogen bestimmt. 

Untersuchungsmethoden. Der Blutzucker wurde nach der von Ogawa- 
Kodama modifizierten Hagedornschen Methode ermittelt. Die Glykogen 
menge wurde bestimmt, indem ich zuerst das Glykogen nach Yuwasahi 
Mori in Zucker verwandelte und dann diesen nach Ogawa-Kodama maf. 
Multiplikation der so erhaltenen Werte mit 0,927 ergab die Glykogenmenge. 
(Ich werde im folgenden den Blutzuckergehalt mit B. Z., das Leberglykogen 
mit L. G., den Glykogengehalt der anderen Ké6rperteile mit K. G. ab 
kiirzen.) 


* 


Versuch. 


Es wurde besonders sorgfiltig auf alle die Bedingungen geachtecr., 
welche im Verlauf des Experiments gewéhnlich Schwankungen des Blut 
zuckers und Glykogens hervorrufen. 

Die Bestimmung des B. Z., L. G. und K. G. der Versuchsratten vor. 
gleich und | und 3 Stunden nach dem Laufen ergab bei Reisfiitteruny 
die in Abb. 1, bei Fleischfiitterung die in Abb. 2 verzeichneten Resultate 

Wenn ich mit Reis gefiitterte Ratten 1 Stunde laufen lieB, fielen B. Z.. 
L. G. und K. G stark (die Abnahme des L. G. und des K. G. standen im 
Verhaltnis von 1: 2,5). Wenn ich die Tiere nach dem Laufen | Stunde 
ungestért ausruhen lieB, stiegen B. Z. und K. G. wieder fast um die Halft: 
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der Menge, um die sie gefallen waren, nur das L. G. blieb noch auf dem 
tiefen Stande, und zwar hatte es ungefaihr um die gleiche Menge abgenommen, 
un die das K. G. wieder zugenommen hatte, d.h. durch das Laufen wird 
oehr K. G. als L. G. verbrannt und gespalten; es scheint aber, als ob in 
einstiindiger Ruhe ein Teil des gespaltenen Glykogens aus der Leber durch 
Vermittlung des B. Z. sofort wieder ersetzt wiirde. Wenn man die Tiere 
nach dem Laufen 3 Stunden ruhen léBt, hat der B. Z. wieder seinen normalen 
stand erreicht. L. G. und K. G. sind dann ein wenig gestiegen, doch nicht 

so viel, daB man von einer Wieder- 





gleich 1Stal Sta herstellung des friiheren Zustandes 
vor “nach nach nach a.Lautén sprechen kénnte. Doch ist es klar, 
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Abb, 1. Abb. 2. 
Reisfiitterung. Fleischfiitterung. 


Wenn ich mit Fleisch gefiitterte Ratten 1 Stunde laufen lieB, nahmen 
B. Z., L. G. und K. G. simtlich wie bei den mit Reis gefiitterten Ratten 
stark ab (die Abnahme des L. G. und die des K. G. standen im Verhaltnis 
von 1: 2,1). Der B. Z. hatte ungefaéhr um die gleiche Menge wie bei Reis- 
fiitterung abgenommen, aber die Verringerung des Glykogens war etwas 
kleiner als bei Reisfiitterung. Nach einstiindiger Ruhe nach dem Laufen 
war der B. Z. bereits wieder auf seinen Normal]wert gestiegen, und der 
Verlust an L. G. war etwa zur Hialfte wieder gedeckt, nur das K. G. blieb noch 
auf dem tieten Niveau. Wir haben hier also ein ganz entgegengesetztes 
Verhalten wie bei den mit Reis gefiitterten Ratten. Und wenn ich die Tiere 
3 Stunden ausruhen lieB, wurden B. Z.- und L. G.-Menge ganz normal, 
wahrend das K. G. nur erst die Halfte seines Verlustes ausgeglichen hatte. 


II. Einflu8 der Zuckerinjektion bei Muskelarbeit. 


Es ist eine schon vielfach studierte und gesicherte Tatsache, da8, wenn 
man Tieren Kohlenhydrat, gleichgiiltig auf welche Weise, zufiihrt, Blut- 
zucker- und Glykogenmenge zunehmen. Fs liegen aber noch keine Unter- 
suchungen vor iiber den Einflu8 von Zuckerinjektion wahrend der Muskel- 
arbeit. Meine friiheren Versuche hatten ergeben, daB, wenn ich Ratten 
I Stunde laufen lieB, von ihrem Glykogen in Form von Zucker je 100 g Kérper- 
gewicht bei Reisfiitterung 50mg, bei Fleischfiitterung 40 mg verbraucht 
wurden. Ich habe also diese verbrauchte Menge, auf vier Gaben verteilt 
(nach 10, 20, 30 und 40 Minuten Laufen). waihrend des Laufens injiziert. 


20* 
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Zur Injektion wurde eine 5”,ige Lésung von sterilisiertem Trauben 


zucker (Merck) benutzt. Die Ergebnisse der gleich, 1 Stunde und 3 Stunden 


nach dem Laufen vorgenommenen Bestimmungen des B. Z., L. G. und K. G 


von Ratten, denen in der oben angegebenen Weise Traubenzuckerlésuny 


injiziert worden war, findet man fiir Reisfiitterung in Abb. 3 und fii 
Fleischfiitterung in Abb. 4. 
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Abb. 3. Abb. 4. 
Reisfiitterung. Fleischfiitterung. 


Man sieht, daB bei reisgefiitterten Ratten, was B. Z. und L. G. an 
betrifft, gegeniiber den Fallen, wo kein Zucker injiziert wurde, kein sonde1 
licher Unterschied vorhanden ist, da8 auch bei Injektion beide stark ab 
nehmen, daB aber das K. G. sich infolge der Injektion auf der Mitte de: 
gewOhnlichen Verbrauchsmenge zu halten vermag. Auch nach einstiindige: 
Ruhe ist das L. G. noch vermindert und wird durch die Injektionen wahrend 
des Laufens nicht beeinfluBt, aber der Wiederanstieg des K. G. ist etwas 
beschleunigt, die Abnahme des zwischen beiden vermittelnden B. Z. schon 
wieder iiber die Halfte ausgeglichen. Nach dreistiindizger Ruhe haben zwa: 
K. G. und B. Z. ihren Stand vor dem Laufen wieder erreicht, das L. G. zeigt 
sich aber noch immer infolge der starken Beanspruchung als Energiequelle 
um mehr als die Halfte seines Betrages vermindert. 


Bei den mit Fleisch gefiitterten Ratten ging infolge der Injektion 
der normale Blutzuckergehalt in Hyperglykamie iiber. Auch das L. © 
nahm auBerordentlich zu. Nur das K. G. hatte ein wenig abgenommen 
doch war diese Abnahme sehr gering. Nach einstiindiger Ruhe nahmen 
B. Z. und L. G. etwas ab, doch war der Unterschied nicht groB. Der Verlust 
an K. G. war schon wieder zur Halfte gedeckt. Auch nach 3 Stunden Rub 
zeigten B. Z. und L. G. noch keine Veraénderung, es bestand noch imme! 
Hyperglykaémie; das K. G. war auf den Stand vor der Bewegung zuriick 
gekehrt. 


Es wird also bei mit Fleisch gefiitterten Ratten, wenn man ihnen Zucke! 
injiziert, dieser trotz verrichteter Muskelarbeit in der Leber als Glykoger 
in groBer Menge gespeichert. Auch bewirkt die Injektion Erholung d: 
K. G. Dies 148t vermuten, daB® die Arbeitsenergie nicht nur aus Kohlen 
hydrat, sondern auch noch aus anderen Stoffen bestritten wird. 
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Ili. Einflu8 von Phosphatinjektion nach Muskelarbeit. 


Elias und Weiss haben 1921 berichtet. daB eine Gabe von anorganischem 
Phosphat Schwankungen des Blutzuckerspiegels hemmt. Neuerdings 
hat auch Nishimoto (1929) dies wieder bestatigt. Ota (1921), der Unter- 

ichungen tiber Glykogen machte, glaubt, da$ das Phosphat die Glykolyse 
des Glykogens hemmt. Arbeiten tiber die Wirkung von Phosphatgaben 
ei Muskelarbeit liegen aber meines Wissens noch nicht vor. 


Ich habe von einer sterilisierten Lésung von 8,25 g Na,gH PO, + 1,36 g¢ 
KH,PO, + 100cem Aqua dest. (pH = 7,2) meinen Ratten pro 100g 


Kérpergewicht 0,5ccem gleich nach der Muskelarbeit in die Bauchhéhle 
njiziert und 1 Stunde und 3 Stunden danach B. Z., L. G. und K. G. be- 
stimmt. Die Resultate dieser Messungen fiir mit Reis gefiitterte Ratten 
sind aus Abb. 5, fiir mit Fleisch gefiitterte aus Abb. 6 ersichtlich. 
gleich 1Std. Sta 

or nach nach nach a. Lauten 
gleich 1Sta. SSI. 420, : , 
vor nach = §=nach nach d Laufer 





























Abb. 5. Abb. 6 
Reisfiitterung. Fleischfiitterung. 


Der B. Z. mit Reis gefiitterter Ratten hatte sich nach 1 Stunde nach 
der Bewegung ein wenig erholt, gleich nach der Bewegung aber war er infolge 
der Phosphatinjektion noch stark erniedrigt. Das L. G. hatte ziemlich 
stark abgenommen. Und auch das K. G., welches unter gew6hnlichen Um- 
standen um diese Zeit den Verlust schon wieder halb gedeckt zu haben 
pflegt, hatte nur erst '/; desselben gedeckt. 3 Stunden nach der Bewegung 
waren alle drei noch vermindert, besonders stark war dies bei dem K. G. 
der Fall. Wenn ich namlich mit Reis gefiitterten Ratten nach Muskelarbeit 
Phosphat injizierte, wurde die Erholung des Blutzuckers und des Glykogens 
ganz gehemmt. 

Wenn ich mit Fleisch gefiitterten Ratten nach dem Laufen Phosphat 
injizierte und 1 Stunde danach B. Z. und L. G. bestimmte, war Hyper- 
glykiimie aufgetreten, und der Verlust an L. G. war iiber die Halfte wieder 
gedeckt, was zu dem Befund bei mit Reis gefiitterten Ratten in Gegensatz 
steht. Das K. G. aber, das ohne Phosphatinjektion abnimmt, hatte infolge 
der Injektion eher etwas zugenommen. Nach 3 Stunden zeigte nur der 
B. Z. noch Hyperglykaémie, L. G. und K. G. hatten beide abgenommen 
und wiesen fast genau dieselbe Menge auf wie gleich nach der Bewegung. 





300 T. Hiramatsu: 


IV. Einflu8 von Zucker- und Phosphatinjektion nach Muskelarbeit. 


Uber Injektionen von einem Gemisch von anorganischem Phosphat 
und Traubenzucker hatten friiher Abelin und danach Nishimoto berichtet 
Beide fanden, daB dadurch die bei Injektion von Traubenzucker allein 
bewirkte Zunahme des Blutzuckers oder Glykogens gehemmt wird. Abe: 
beide haben ihre Versuche an normal gefiitterten und im Ruhezustand 
befindlichen Tieren gemacht. Versuche unter Anwendung ausschlieBliche: 


Reis- oder Fleischfiitterung sind meines Wissens nicht gemacht, geschweige 


solche iiber den EinfluB dieser Ernahrungsarten auf Muskelarbeit. 
Ich habe weiBen Ratten wahrend des Laufens Traubenzucker und danac} 
Phosphat injiziert, in derselben Weise wie bei der Injektion eines diese: 
Stoffe allein, und dann | Stunde und 


_ — aeich poms , . @ | 3Stunden danach B. Z., L. G. und 
yor nach nach nach da Lauten +> , ee : 
4293-—— - Bice instant K. G. bestimmt. Die Ergebnisse de: 


Messungen an mit Reis gefiitterten 
Ratten findet man in Abb. 7 und 
die an mit Fleisch gefiitterten in 
Abb. 8. 
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Abb. 7. Abb. 8. 
Reisfiitterung. Fleischfiitterung. 


Bei mit Reis gefiitterten Ratten hatte der B. Z. 1 Stunde nach de 
Bewegung gegeniiber dem gleich nach der Bewegung noch weiter ab 
genommen. Er hat fast genau dieselbe Héhe wie bei Injektion von Phosphat 
allein, lag aber ganz bedeutend niedriger als bei Injektion von Trauben- 
zucker allein. Wenn die Menge des K. G. sich auch etwas erholte, so blieb 
sie doch noch etwas unter der ohne jede Injektion, und wenn die Erholung 
gegeniiber der bei Phosphatinjektion allein auch fast doppelt so groB war. 
so reichte sie doch an die bei bloBer Traubenzuckerinjektion bei weitem 
nicht heran. Das L. G. hatte ganz bedeutend mehr als bei allen vorhe 
beschriebenen, Versuchen abgenommen. 3 Stunden nach der Injektion 
war der B. Z. fast derselbe wie bei Injektion von Phosphat allein. Das 
K. G. nahm zum zweitenmal ab und erreichte fast denselben Stand wi 
bei Injektion von Phosphat allein, nur war die Abnahme etwas geringer 
Das L. G. hatte wie bei Injektion von Phosphat allein auch jetzt noch nicht 
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ibgenommen, aber wenn es auch wie bei Zucker oder gar keiner Injektion 
ugenommen hatte, reichte doch die Zunahme bei weitem nicht an die 
n den anderen genannten Fallen heran. 

Bei mit Fleisch gefiitterten Ratten bewirkte die Zucker-Phosphat- 
Injektion, was den B. Z. betraf, wie die Injektion von Zucker oder Phosphat 
allein, Hyperglykamie, auch das L. G. nahm rasch zu, seine Menge war ganz 
auBerordentlich viel gréBer als bei allen anderen vorher beschriebenen 
Versuchen, ganz im Gegensatz zu den Vorgingen bei reisgefiitterten Ratten. 
Das K. G. hatte sich etwas erholt, und wenn es auch weniger betrug als 
nach Injektion von Zucker allein, so betrug es doch etwas mehr als nach 
Injektion von Phosphat allein oder gar keiner Injektion. 3 Stunden nach 
der Injektion nahm, was den B Z. betrifft, der Grad der Hyperglykamie 
immer noch zu. Der Verlust an K. G. war zur HAalfte wieder gedeckt. 
Das L. G. sank um diese Zeit steil ab und erreichte den Wert wie gleich nach 
der Bewegung. Die betreffende Kurve zeigt einen eigenartigen Verlauf. 


Zusammenfassung. 
]. Blutzucker und Glykogenmenge gesunder weiber Ratten im 
nuchternen Zustande. 





Glykogen der anderen 


Blutzucker Leberglykogen Kérperteile 
0 mg-° mig-° 5 
Remi@teerumy . . 1. we ec 0,134 377 415 
Fleischfiitterung . ...... 0,114 321 352 


2. Bei Reis- sowie bei Fleischfiitterung nehmen Blutzucker und 
Glykogen wihrend Muskelarbeit ab, und zwar sind die Werte gleich 
nach der Arbeit am niedrigsten, um dann allmahlich wieder zu- 
zunehmen. 

3. Bei mit Reis gefiitterten Tieren hat sich nach einstiindiger Ruhe 
nach der Muskelarbeit der B.Z. noch nicht geniigend erholt, wahrend 
der Verlust an K.G. schon wieder zur Halfte gedeckt ist. Nur das 
L. G. bleibt noch vermindert. 

Bei mit Fleisch gefiitterten Ratten ist um diese Zeit im Gegensatz 
dazu das K. G. noch vermindert, wahrend der B. Z. schon wieder normal 
geworden ist. Auch ist das verbrauchte L.G. schon wieder zur Hilfte 
gedeckt. 

Dies unterschiedliche Verhalten scheint daher zu kommen, daf 
bei mit Reis gefiitterten Tieren der ProzeB der Resynthese des gespaltenen 
L. G. zu K. G. schnell verlauft, wahrend er bei mit Fleisch gefiitterten 
Tieren langsam verlauft. Doch wird es als B. Z. bereits in reichlicher 
Menge von der Leber ersetzt. 


4. Bei beiden Ernahrungsarten ist nach dreistiindiger Ruhe nach 
der Muskelarbeit der B.Z. wieder normal. 
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Bei mit Reis gefiitterten Tieren zeigen das K. G. und L. G. 3 Stunden 
nach der Muskelarbeit keine deutliche Veranderung gegeniiber 1 Stunde 
nach der Arbeit. 

Bei mit Fleisch gefiitterten Tieren ist jedoch nach 3 Stunden schon 
iiber die Halfte der gesamten verbrauchten Menge des K. G. wieder auf- 
gefiillt, und das L. G. hat seine normale Héhe fast wieder erreicht 

5. Ein Vergleich der Mengen, um die das Kohlenhydrat bei mit 
Fleisch einerseits und Reis andererseits gefiitterten Tieren gleich nach 
der Bewegung abgenommen hat, ergibt, daB diese Abnahme bei Fleisch- 
fiitterung geringer ist als bei Reisfiitterung, namlich: 


Reisfiitterung: B.Z. 242%, a. &. Ws*, L. G. 6% 
Fleischfiitterung: B. Z. 21,8° , = ie oO L. G. 6%, 


Was das Wiederherstellungsvermégen betrifft, so wird bei Fleisch- 
wie auch bei Reisfiitterung von der verbrauchten K.G.-Menge iiber die 
Halfte wieder aufgefiillt, das verbrauchte L. G. aber wird bei Reis- 
fiitterung nur zu '/, nachgebildet, bei Fleischfiitterung aber zu 100°,. 
Ferner sind bei Reisfiitterung 2 bis 3 Stunden nétig, um den verbrauchten 
B. Z. wieder aufzufiillen, wihrend bei Fleischfiitterung 1 Stunde geniigt. 
Diese Erscheinungen, mag nun auch der anfangliche Kohlenhydrat- 
vorrat bei Reisfiitterung gro} und bei Fleischfiitterung klein sein, 
beruhen doch auch darauf, dafB der Kohlenhydratstoffwechsel bei mit 
Reis und bei mit Fleisch gefiitterten Tieren verschieden ist. Es ist auch 
nicht ausgeschlossen, daB bei Reisfiitterung durch Spaltung von Kohlen- 
hydrat allein schon geniigend Arbeitsenergie geliefert wird, wahrend 
bei Fleischfiitterung die durch Spaltung von Kohlenhydrat allein er- 
zielte Energie nicht ausreicht, sondern auch noch aus anderen Stoffen 
erganzt wird. 

6. Die eine Hialfte des bei Muskelarbeit mobilisierten, d.h. in 
Zucker umgewandelten Glykogens wird, ohne Zufuhr von Nahrung, 
im Kérper des Tieres selber wieder in Glykogen zuriickverwandelt, 
die andere Halfte aber wird in Form von CO, und H,O oder Milchsiéure 
aus dem Korper ausgeschieden. 

7. Wenn man mit Reis gefiitterten Ratten waihrend der Muskel- 
arbeit Traubenzucker injiziert, werden die verbrauchten Mengen von 
B. Z. und Glykogen sehr gering. Auch wird die nach der Muskelarbeit 
zur Auffiillung benétigte Zeit abgekiirzt, und die Menge des aufgefiillten 
Stoffes ist vermehrt. Wenn man mit Fleisch gefiitterten Ratten wihrend 
des Laufens Traubenzucker injiziert, nehmen B. Z. und L. G. zu, und zwar 
in so groBer Menge, daB Hyperglykamie entsteht. Auf diese Weise 
wird fiir die naichste Muskelarbeit in der Leber Glykogen in groBer 
Menge gespeichert. Auch der Verbrauch an K. G. ist gering, die zu dessen 
Nachlieferung benétigte Zeit kurz und die nachgelieferte Menge groB. 
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\lles das liegt daran, daB bei mit Fleisch gefiitterten Ratten Arbeits- 
nergie nicht allein durch Spaltung von Kohlenhydrat gewonnen, sondern 
such von anderen Stoffen geliefert wird. 

8. Wenn man weiben Ratten gleich nach dem Laufen Phosphat 
in die Bauchhéhle injiziert, wird bei Reisfiitterung das Wieder- 
herstellungsvermégen fiir Blutzucker und Glykogen ganz gehemmt. 
Bei Fleischnahrung jedoch tritt Hyperglykamie auf; das Glykogen 
nimmt zwar nach | Stunde etwas zu, nimmt dann aber wieder ab. 

9. Wenn mit Reis gefiitterten weiben Ratten wahrend des Laufens 
Traubenzucker subcutan und gleich nach dem Laufen Phosphatsalz 
in die Bauchhéhle injiziert werden, zeigen Blutzucker und Glykogen 
dieselbe Kurve wie bei Injektion von Phosphat allein, aber die Menge 
ist wegen der Zuckerinjektion etwas groBer. 

Wenn mit Fleisch gefiitterten Ratten wihrend des Laufens Zucker 
und gleich danach Phosphat injiziert wird, ist die Blutzuckerkurve 
dieselbe wie bei Injektion von Phosphat allein. Das K. G. ist wie bei 
Injektion von Zucker allein proportional der verstrichenen Zeit auf- 
gefiillt, aber die nachgebildete Menge ist kleiner. Das L. G. zeigt eine 
ganz cigenartige Kurve, d.h. wenn man die Tiere nach der Injektion 
| Stunde ruhen laBt, steigt die Kurve sehr stark, aber nach Verlauf 
von 3 Stunden fallt sie wieder steil ab bis auf den Stand gleich nach 
der Bewegung. 

Die oben angefiihrten Unterschiede bei Fleischfiitterung und Reis- 
fiitterung zeigen die Verschiedenheit des Kohlenhydratstoffwechsels in 
den beiden Fallen sowie auch die jeweils bessere oder schlechtere An- 


passung. 
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Ein Beitrag zur Kenntnis des Stickstoff- und Fettstoffwechsels. 


Uber den Einflu’ 
der Muskelarbeit auf den Stickstoff- und Fettgehalt im Blute. 


Von 
Tadao Hiramatsu. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Medizinischen Universitat Nagoya, 
Japan.) 


(Eingegangen am 4. Juli 1932.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


J.v. Liebig hat zuerst die Ansicht geaiuBert, daB die Energiequelle 
der Muskelarbeit in Spaltung von EiweiB zu suchen sei. Bald darauf 
aber behaupteten Bernard u.a., daB das Glykogen die Arbeitsenergie 
liefere. Gegenwartig wird die letztere Ansicht allgemein anerkannt, 
wozu auch der Verfasser einen Beitrag geliefert hat. Er hat aber dabei 
entdeckt, daB bei Reisnahrung und Fleischnahrung nach Arbeitsleistung 
ein groBer Unterschied besteht hinsichtlich der Menge der Abnahme 
und der Zeit bis zur Wiederauffiillung des Kohlenhydrats, und zwar 
ist bei Fleischnahrung die Abnahme geringer als bei Reisnahrung, 
und mithin auch die Zeit bis zur Wiederauffiillung kiirzer. In Hinsicht 
auf letztere Tatsache kénnte man nun schlieBen, daB die fleischfressende 
Ratte nicht nur aus dem Kohlenhydrat, sondern auch aus anderen 
Stoffen Energie zieht. Um diese Frage zu untersuchen, habe ich di: 
folgenden Versuche angestellt. 


M. Bartsch (1923) behauptet, daB keine Beziehung zwischen dem Stick 
stoff im Blute und der Arbeitsleistung besteht. G. Aiello (1923) findet 
daB nach Arbeit der Reststickstoff im Blute zunimmt. Cdser und Schaa 
(1924) und Dervies (1928) stellen keine Veranderung fest, Chambers und 
Jannet (1928) berichten von einer Zunahme. 

Krogh, Lindhard, Hattingberqg u.a. berichten, daB Fett als Arbeits 
energie verbraucht werde. Untersuchungen iiber die Beziehungen de: 
Fettes im Blute zur Muskelarbeit scheinen nicht vorzuliegen. 
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Methodik. 


Als Versuchstiere wurden gut entwickelte und ernéhrte Ratten von 
etwa 150g Gewicht gebraucht, die einen Monat lang entweder mit un- 
geschaltem Reis oder mit Wurst gefiittert wurden. Die Art der Fiitterung. 
der Bewegung und der Blutentnahme war die gleiche wie bei meinen Kohlen- 
hydrat-stoffwechsel-versuchen. 

Den Gesamtstickstoff, Reststickstoff und das Gesamtfett im Blute 
habe ich nach Bangs Mikromethode untersucht. 


Versuch. 


Ich lieB weiBe Ratten waéhrend 1 Stunde in der Lautvorrichtung 
540m laufen und bestimmte dann Gesamtstickstoff, Reststickstoff und 
Gesamtfett im Blute; es ergaben sich fiir Reisfiitterung (Durchschnitt von 
fiinf Tieren) die in Abb. 1, und fiir Fleischfiitterung (Durchschnitt von 
zehn Tieren) die in Abb. 2 gegebenen Werte. 
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Abb. 2. Fleischfiitterung 
—— Fett. ~~ Rest-N. Gesamt-N 


Wenn man die Werte bei Reisfiitterung betrachtet, so findet man 
vor dem Laufen im Blute eine Gesamt-N-Menge von 3,07”,, gleich nach 
einstiindigem Laufen 3,12°,, und 1 Stunde nach dem Laufen 3,09", also 
fast keine Verinderung. Mit dem Rest-N steht es ebenso: vor dem Laufen 
21,3 mg-°,, gleich danach 22,5 mg-°,, 1 Stunde danach 21,3 mg-",. Die 
Gesamtfettmenge im Blute betragt vor dem Laufen 0,464", gleich danach 
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0,456°,, und 1 Stunde danach 0,469°,, zeigt also auch keine Veranderung 
infolge des Laufens. Bei Reisfiitterung also werden Stickstoff- und Fett- 
stoffwechsel durch die Muskelarbeit nicht beeinfluBt. 

Bei den mit Fleisch gefiitterten Ratten betragt der Gesamt-N im Blute 
vor dem Laufen 3,32°,,, gleich danach 3,52°,, und 1 Stunde spater 3,58 ’,,, 
ferner der Rest-N vor dem Laufen 33,4 mg-°,,, gleich danach 37,9 mg-° 
und | Stunde spaéter 41,1 mg-°,. Es hat also der Stickstoffgehalt im Blute 
nach dem Laufen bedeutend zugenommen, und er nimmt auch noch weiter 
zu, wenn man die Tiere dann | Stunde ruhen laBt. Der Fettgehalt im Blute 
betragt vor dem Laufen 0,632"... gleich danach 0,566",, und 1 Stunde 
spater 0,502°,, der Fettgehalt hat also nach dem Laufen auBerordentlich 
abgenommen. 

Zusammenfassung. 


1. Der Stickstoff- und Fettgehalt im Blute von mit Reis gefiitterten 
fatten im niichternen Zustand ist bedeutend geringer als der von mit 
Fleisch gefiitterten. 

2. Der Gesamtstickstoff-, Reststickstoff- und Fettgehalt im Blute 
von mit Reis gefiitterten weiBen Ratten andert sich infolge von Muskel- 
arbeit nicht. Dies scheint mir daran zu liegen, daB die mit Reis ge- 
fiitterten Ratten wegen des reichlichen Kohlenhydrats in ihrem Koérper 
durch dessen Spaltung allein schon geniigend Energie erzeugen kénnen. 

3. Bei mit Fleisch gefiitterten Ratten nimmt der Stickstoff im 
Blute nach dem Laufen stark zu, waihrend das Fett abnimmt. Die 
Zunahme des Stickstoffs beruht darauf, daB die Carnivoren durch 
Spaltung von EiweiB Arbeitsenergie erzeugen und so den Mangel an 
Kohlenhydrat ausgleichen. Die Abnahme des Fettes kommt daher, 
daB es teils gleichzeitig mit der Spaltung von Eiwei® direkt in Energie 
umgesetzt wird, teils zur Auffiillung des Kohlenhydratgehalts benutzt 
wird. 


Literatur. 
1) Maximilian Bartsch, Beitrage zur Physiol. 2, 1923. 2) G. Aiello, 
Lavoro 14, 1923. 3) G. Dervies, H. Kabijeva u. A. Lislova, Zeitschr. f. 


exper. Med. 1, 1928. 4) Cdsar u. Schaal, Zeitschr. f. klin. Med. 98, 1924. 
5) A. Krogh u. J. Lindhard, Biochem. J. 14, 1920. 6) V. Hattingberg, 
Naunyn-Schmiedberg-Arch. 145, 1929. 
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Untersuchungen iiber die Qualitét der Verbrennungen 
beim Hunger und der Unterernihrung, wie iiber den EKinflub des 
Ersatzes von Nahrungseiweib durch einzelne Eiweibbausteine 

auf den intermediiren Stoff wechsel. 


Von 
Izumi Kanai. 


(Aus den seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 21. Juli 1932.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Nachdem Bickel und Remesow (1), sowie spiter Osuka (2) den Nach- 
weis erbracht hatten, daB der teilweise oder vollstandige Ersatz des 
NahrungseiweiBbes einer gemischten Nahrung durch in vitro hergestellte 
Aminosauregemische vielfach zu einer Erhéhung der Harnquotienten 
C:N und Vakat-O: N, also zu einer dysoxydativen Carbonurie fiihrt, 
lag der Gedanke nahe, zu priifen, wie sich die Harnquotientlage ge- 
staltet, wenn man in der gemischten Nahrung das ganze Nahrungs- 
eiweiB oder einen Teil desselben durch eine einzelne bestimmte Amino- 
siure ersetzt. Die Durchfiihrung derartiger Versuche stieB aber insofern 
auf grobe Schwierigkeiten, als die Versuchstiere in den Perioden, in 
denen sie die jeweilige bestimmte Aminosiure erhielten, die Nahrungs- 
aufnahme im ganzen einschrankten, und zwar, wie ich annehme, weil 
ihnen das Futter geschmacklich nicht mehr zusagte. Die Folge dieser 
verminderten Nahrungsaufnahme war ein Kérpergewichtsabfail. Die 
Aminosaduren, mit denen ich arbeitete, waren Glykokoll und Glycyl- 
glycin. Ich wahlte diese beiden Aminokérper aus dem Grunde fiir 
meine Versuche aus, weil im Glycylglycin das Glykokoll in der Bindung 
enthalten ist, wie sie wahrscheinlich bei der gastrointestinalen Ver- 
dauung entsteht und auch zur Resorption kommt. Es sollte untersucht 
werden, ob dieses durch Wasseraustritt aus zwei Glykokollmolekilen 
entstandene Dipeptid Glycylglycin sich etwa auf Grund einer tauto- 
meren Peptidbindung im Stoffwechsel anders verhalte als Glykokoll, 


das durch Salzsiurehydrolvse oder auf einem synthetischen Wege 
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dargestellt worden war. Da die Aminosiuren in ihrer Peptidform sich 
wegen ihrer Struktur im Korper anders verhalten kénnen als die ent- 
sprechenden einzelnen Aminosiiuren, kénnte auch das Glycylglycin 
z. B. leichter oxydabel als Glykokoll sein. 

Da bei meinen Versuchen, einerlei ob ich Glykokoll oder Glycy! 
glycin verfiitterte, immer eine stirkere Gewichtsverminderung und ein 
Harnquotientsenkung auftrat, wahrend bei den Versuchen von Bick:! 
und Remesow (1), wie Osuka (2), die Tiere ihr Kérpergewicht in den 
Perioden, in denen sie die Aminosdiuregemische bekamen, behaupteten, 
und da ferner bei meinen Versuchen immer Quotienterniedrigung 
auftrat, wihrend in den Versuchen der genannten Autoren die Quotient- 
steigerung die Regel war, lag die Annahme nahe, daB in meinen Ver- 
suchen tiberhaupt weder eine Glykokoll- noch eine Glycylglycinwirkung 
zum Ausdruck kam, sondern da die beobachtete Harnquotientanderung 
lediglich auf die von mir unbeabsichtigte Unterernihrung bei meinen 
Versuchstieren zu beziehen sei. 

So kam ich dazu, den EinfluB der Untererndhrung und des Hungers 
auf die Harnquotientlage bei Ratten zu studieren. An anderen ‘Tieren 
sind Versuche iiber den EinfluB der Unterernihrung und des Hungers 
auf die Lage des Harnkohlenstoffquotienten bereits friiher gemacht 
worden. Es fehlten aber bisher Beobachtungen iiber das Verhalten des 
Oxydationsquotienten bei diesem Zustande. Vor allem aber habe ich 
beim Hunger und der Unterernihrung feststellen wollen, wie sich die 
Lage des Harnquotienten Vakat-O: C verhielte, weil dieser Quotient uns 
genauen AvfschluB iiber die Art der dysoxydablen Substanzen im Harn 
gibt, wie das aus den Berechnungen von Osuka (2) zum Quotienten O: C 
hervorgeht. 

In den drei ersten Versuchen lieB ich weiBe Ratten hungern; Wasser 
konnten sie natiirlich nach Belieben trinken. In einer Vorperiode waren 
die Tiere bei einem Futter bestimmter Zusammensetzung untersucht 
worden. Dieses Futter bestand aus 2,0 g Starke, 1,0 g Zucker, 4,0 g Butter. 
1,0 g Casein, 0,25 g Salzgemisch und 0,5 cem frischen Citronensaftes. 

Bei allen drei Versuchstieren gingen in der Hungerperiode der 
Kohlenstoff- und wesentlich starker: noch der Oxydationsquotient des 
Harns herunter. Wegen starkerer Senkung des Quotienten Vacat-O : N 
im Vergleich zur Senkung des Quotienten C : N fiel der Quotient Vacat- 
O:C kontinuierlich stark ab. Mitunter zeigte der Oxydationsquotient 
und der Quotient O:C pramortalen Anstieg am Tage vor dem Tode. 
Die Senkung der Quotienten O: N und C: N kam zustande durch eine 
unter Schwankungen verlaufende kontinuierliche Verminderung der 
Vakat-O-Werte, weniger der C-Werte, die besonders gegen Schlul 
der Versuche wieder anstiegen. Vor allem aber erfolgte die Quotient- 
senkung durch eine Steigerung der N-Werte (pramortaler Eiweib- 
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erfall!) nach der voraufgehenden Verminderung (Einschrinkung des 
iiweiBumsatzes im Hunger). Am Todestage fielen die N-Werte in der 
Rtegel wieder ab, wodurch eine Quotientsteigerung eintrat. Bemerkens- 
wert ist auch, daB an diesem Tage der Vakat-O-Wert immer relativ 
héher lag als die C- und N-Werte. 

Wenn ich meine vorliegenden Versuche an Ratten mit den Ver- 
suchen von Shimizu (3) am Hunde vergleiche, dann fallt auf, daB die 
Periode der Harn-N-Verminderung bei den 





Sa 
Ratten im Rahmen des ganzen Versuchs ae i= 
iiberaus kurz ist, und daB daher die initiale 5 pa 
Steigerung des Quotienten C:N, die beim 3 °) 
Hungerhund erhalten wurde, bei der Hunger- s * 0 
ratte fast gar nicht in Erscheinung tritt. pe \ 
Die Ratte geht bei solehen Hungerversuchen = ail 
zu rasch in das terminale Stadium iiber. S al W 
Bei den Rattenversuchen ergibt sich aber S cal 
genau wie beim Hunde, daB im Hunger = go -Y od 
schlieBlich wegen des gesteigerten N-Zerfalls Woy 
UNS x 


der Quotient C: N sinkt. Aus meinen Ver- wm— NS 





. . S “he? Ss 
suchen geht hervor, daB die Senkung von = ¥& % \ Yh 
. a , : ge S 
O:N_ betrachtlicher ist, als diejenige von 8 12 \ \ 
C:N. Daraus folgt, daB im Hungerharn & ny Wt f 
— ‘ . . 8 ot . 
diejenigen Substanzen besonders stark ab- — s 48 me Ay 
, . a : 8 
nehmen, die bei normaler Ernahrung nicht — g 46 SPs | 
ss 
weiter oxydiert werden, wihrend die C-Aus-  & 44 a 
scheidung nur unbedeutend eingeschrankt = a2 | 
wird. Wir sehen also, daB, abgesehen von der ew a oe oe a ea 
geringen Verainderung der C-Ausscheidung, Jage 
der Oxydationszustand der Harnsubstanzen Abb. 1. 
immer mehr fortschreitet. Der Quotient O :C Der Hungerversuch bei der 
: ‘ “ Ratte Nr.2 in Kurvenform 
nihert sich dem Nullwert, der dem Harn- dargestellt. 
stoff als héchstem Oxydationsprodukt zu- an Ger Conenaang: Death 
: fa 2 schnittswerte nach 5tigiger 
kommt. Wir haben also beim Hunger quanti- Normalfiitterung. 
° - am ° . " Rechts vom Pfeil: Hunger- 
tative Einschrinkung in der Oxydation C- as pon ” 


haltiger Substanz bei qualitativer Verbesserung 
des oxydativen Abbaues, unbeschadet der Tatsache, daB beim Hunger 
gelegentlich auch mangelhaft oxydierte Substanzen ausgeschieden 
werden kénnen, wie z. B. Aceton. Dabei diirfte es sich aber wohl 
in der Regel um Stérungen handeln, die sekundir oder tertiir beim 
Hungerstoffwechsel entstehen (z. B. mangelhafte Fettoxydation infolge 
Kinschrankung der Kohlenhydratverbrennung u. dgl. m.). 

Dieses Resultat ist aus folgendem Grunde von ganz besonders 
grobem theoretischen Interesse. Im Hungerzustande erniedrigt sich 
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im Sinne eines kompensatorischen Vorganges der Grundumsatz 
d. h. Herabsetzung des Luftsauerstoffverbrauchs. Es wird gleichzeitig 
auch die Menge des oxydierten Materials eingeschrankt; denn di 
N- und C-Ausfuhr sinken zunachst bis auf das primortale Stadium 
in dem sie eine Steigerung erfahren. Wir haben also im Hunger Ein 
schrinkung der zur Verbrennung kommenden Materialmenge. Mein 
Versuche zeigen nun dazu, dap wihrend des ganzen Hungers und auc! 
in der terminalen Periode die Qualitét der Durchoxydierung besser ist 
als in der Norm. Darum kann die Verringerung des Lujtsauersto}) 
verbrauchs im Hunger nur beruhen auf der Bin 


> 

© : x schrinkung der oxydierten Materialmenge. Diese: 

8 N € quantitativen Einschrinkung der Oxydation 

& § = gemessen am Lungengaswechsel, steht gegen- 

a iiber die Steigerung der Oxydation in qual: 

§ 472-— { :: I , | tativer Hinsicht am Material, das noch oxydiert 
SS 4%) a /| wird. Es weist also beim Hunger der Lungen- 
8 § 74) \ TF gaswechsel eine Herabsetzung [Grafe (4)|, dei 
S35 N L% j= Harnquotient aber eine Steigerung der Oxydation 
84m (NEY auf; dort ein hypooxydatives Moment, _ hie 
et 1 I 1 T al ein hyperoxydatives Moment, jenes driickt sich 
pel nal | in den quantitativen, dieses in den qualitativen 
hes \ A / Verhaltnissen aus. Es folgt daraus weiter, dal} 
a od \v , I die Verringerung des Materialverbrauchs im 
Si Yr vi | Hunger wesentlich gréBer sein muB, als es der 
ig Verringerung des Luftsauerstoffverbrauchs ent 
3 cn A spricht. Denn bei der Qualititssteigerung der 
=m Ye | Oxydation wird ja auch eine erhdhte ©, 


ad Wim wv Menge verbraucht. Es ist also der Hunge) 
ree ie zustand ein geradezu klassisches Beispiel dafiir. 

ae. “ dap die Richtungen, die die Lungengaswechse! 
Der Unterernahrungs- - : 
versuch bei der Ratte Untersuchung und die Harnquotientuntersuchuny 
Nr. tin a dar- fiir die oxydativen Vorgiinge anzeigen, ent 
gegengesetat sein kénnen, und daB wir erst durch 
die Kombination der Lungengaswechseluntersuchung mil der Harnquotie iit 
untersuchung einen vollstindigen Einblick in die Oxydationsverga ny 


erhalten. 


Im AnschluB an diese Hungerversuche habe ich drei Versuche tibe: 
quantitative Untererndhrung bei Ratten angestellt. Die Tiere erhielten da- 
gleiche Futter, das bei den Hungerversuchen in der Vorperiode gegebe: 
wurde. In einer Vorperiode bekamen die Ratten so viel von diesem Futt: 
einschlieBlich Wasser, daB das Koérpergewicht ungefaihr konstant  blic! 
In der nun folgenden Hauptperiode erhielten die Tiere die Halfte des Vor 
periodenfutters bei gleicher Wassermenge. Die Folge war, dai das Korpe: 
gewicht betrachtlich abnahm. In einer Nachperiode wurden die Tie: 
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dann wieder auf die Futterquantitat der Vorperiode gesetzt. Das K6érper- 
gewicht stieg wieder an. 


In der Periode der Unterernahrung nahmen im Harn die absoluten 
Mengen an Vakat-O, C und N ab. Der Harnquotient O: N sank stark, 
der Quotient C:N weniger. Der Quotient O:C zeigte eine starke 
Senkung. Im allgemeinen ist der Verlauf der Kurve fiir die Vakat-O-, 
C- und N-Werte sehr ahnlich dem Verlauf der entsprechenden Kurve 
bei den Hungerversuchen, nur fehlt in 
meinen Kurven das_ pramortale und 
terminale Stadium. Es ist in den Unter- 
ernihrungskurven gewissermafen der An- 
fangsteil meiner Hungerkurven, in dem 
Vakat-O-, C- und N-Einschrinkung vor- 
herrscht, stark in die Lange gezogen. 6% - 


asein +Glykocol 
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<— Casein tGlycylglycin 
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Nachdem ich den Einflu8 des Hungers 
und der Unterernihrung auf die Oxy- 
dation im vorhergehenden genau _ ge- 
schildert habe, wird es méglich sein, nun- 
mehr auch ein Urteil itiber das Ergebnis 
derjenigen Versuche zu gewinnen, bei 
denen ich das bei den Hungerversuchen 


Mabistab in g fd. absoluten Mengen 


beschriebene gemischte Futter der Ratten 
im Hinblick auf seinen N-Gehalt ganz = ¥&,,) 





oder zum Teil durch Glykokoll oder  %& 

Glyeylglycin ersetzte, indem eine ent- 2. 

Asc ; s 

sprechende Menge Casein fortfiel. g 
In allen Perioden eines Versuchs bekam =} CW LAs 
jede Ratte taglich 0,157 g N im Futter, das Saad N \ 4 

: . : ys CA 

in den Hauptperioden nach MaBgabe der Ge i 
Angaben in den Tabellen iiber den Futter- OY—————___1______ 
/HMWwsinkiaw 


verzehr nicht vollstandig gefressen wurde. 
Ich schicke voraus, daB die Versuche im 
Prinzip ahnlich verliefen, einerlei ob ich 
Glykokoll oder Glycylglycin gab, Gder ob 
ich das ganze NahrungseiweiB oder nur 
einen Teil durch Glykokoll oder Glycylglycin 
in bezug auf den Stickstoff ersetzte; es 
sanken die Quotienten O: N oder O:C stark, der Quotient C: N weniger 
stark. Die Ursache hierfiir war eine starke Vermehrung der absoluten 
Harn-N-Werte, eine mittelmaéBig absolut gesteigerte (-Ausscheidung und 
eine gering absolut gesteigerte Vakat-O-Menge. Noch deutlicher wurde 
dieses beim Ersatz des ganzen NahrungseiweiBes. 


Yiagige Perioden 4¥tigige Perioden 
Abb. 3. 


Der Glykokollversuch bei der 

Ratte Nr. 4 und der Glycylglycin- 

versuch bei der Ratte Nr.5 in 
Kurvenform dargestellt. 


Man bedenke dabei wohl, da8 beim Hunger und der Unter- 
ernihrung die N-Ausscheidung durch den Harn im Gegensatz zu diesen 
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Versuchen mit Glykokoll und Glycylglycin voriibergehend verringert, 
spiter gesteigert war, dal} dagegen die absoluten Werte fiir Vakat-O 
und © immer bis auf das ‘lerminalstadium erniedrigt waren. Aus 
diesem direkt gegensitzlichen Verhalten der beiden Versuchsserien 
geht hervor, daB der gleichen Erscheinung, nimlich der Harnquotient 
senkung, in beiden Fallen verschiedene Vorginge zugrunde liegen: 
beim Hunger und der Unterernihrung verschieden starke Einschrankung 
der C- und Vakat-O-Werte bei schlieBlicher Vermehrung der N-Werte 
nach voriibergehender Verminderung desselben, bei der Glykokoll- 
und Glycylglycinfiitterung aber verschieden starke Steigerung aller 
dieser Werte. 

Die Vermehrung des N, C und Vakat-O im Harn bei der Glykokoll- 
und Glyeylglycinfiitterung kam ferner zustande trotz einer starken 
Verminderung der Nahrungsaufnahme in toto wahrend dieser Fiitterungs- 
periode. Es wurden in manchen Versuchen bis 40°, an Gewicht der 
immer gleichmaBig dargebotenen Nahrung zu wenig verzehrt. Das 
Koérpergewicht ging dementsprechend herunter. Es waren also alle 
Erscheinungen des Hungers bzw. der Unterernihrung vorhanden bis 
auf das Verhalten in den C- und Vakat-O-Mengen des Harns, die eine 
Erhéhung erfuhren. Woher kommt die Erhéhung der genannten 
Vakat-O- und C-Werte bei einer Vermehrung des Harn-N ? Wir miissen 
uns zunichst die Frage vorlegen, woher diese vermehrten Harn-N- 
Mengen kommen. Offenbar wird der im Glykokoll und Glycylglycin 
zugefiihrte Stickstoff nicht geniigend verwertet. Eine Uberschlags- 
rechnung ergibt, daB in den Vorperioden und Nachperioden die Ratten 
eine positive N-Bilanz hatten, wahrend in den Hauptperioden ungefahr 
N-Gleichgewicht bestand. Die Harn-N-Menge entspricht in den Haupt- 
perioden ungefihr den im Glykokoll und Glycylglycin zugefiihrten 
N-Mengen. Da in den Vor- und Nachperioden der Nahrungsstickstoff 
ebenso groB wie in den Hauptperioden war, muBte in den Haupt- 
perioden die absolute Harn-N-Menge sich vergréBern, wenn der Glykokoll- 
und Glycylglycin-N nicht geniigend verwertet wurde. Korpereiweil 
kann in den Hauptperioden kaum in nennenswerter Menge ein- 
geschmolzen worden sein. Die durch die verminderte Nahrungszufuhr 
bedingte Kérpergewichtsabnahme in den Hauptperioden beruht offenbar 
auf verstirkter Fetteinschmelzung bzw. auf Wasserverlust. Die 
Steigerung der absoluten C- und Vakat-O-Werte zeigt aber eine Ver- 
schlechterung der Oxydation an. Es wird also das zur Oxydation 
kommende Material energetisch schlecht ausgewertet im Gegensatz zum 
Hunger und der Unterernthrung. Man kann demnach die Wirkung 
des Ersatzes des NahrunaseiweiBes (Casein) durch eine Glykokoll- 
oder Glycylglycinmenge von gleichem N-Gehalt folgendermaBen prazi- 
sieren: 
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Der Stickstoff wird mangelhaft verwertet, und die Durchoxudierung 
des tibrigen Materials ist verschlechtert. 

Die Stoffwechselstérung, die wir bei den Ratten in der Haupt- 
periode und in ihren Nachwehen auch noch in der Nachperiode sehen, 
wurzelt, abgesehen von der Einschriankung in der Nahrungszufuhr 
und der dadurch bedingten K6érpergewichtsabnahme, in folgendem: 
Steigerung der absoluten Werte fiir Harn-N, Harn-C und Vakat-O, 
Senkung der Harnquotienten, letzteres offenbar, weil die Stérung der 
N-Retention das dysoxydative Moment, das sich in der absoluten 
Steigerung der C- und Vakat-O-Werte ausdriickt, tbertrifft. Man 
bedenke: trotz der Verminderung der Nahrungszufuhr sind hier im 
Gegensatz zur Unterernahrung C- und Vakat-O-Werte gesteigert. 

Es offenbaren also meine Glykokoll- und Glycylglycinversuche, 
das nicht die verringerte Nahrungsaufnahme, sondern da die mit 
ihr verbundene Besonderheit der N-Erndhrung Ursache fiir die Ver- 
mehrung der N-, ©- und Vakat-O-Werte sowie die Senkung der 
Quotienten ist. Ks handelte sich um einen vollstandigen oder teilweisen 
Ersatz des in der gemischten Nahrung vorhandenen EiweiBes durch 
die Aminosiure Giykokoll oder ein einzelnes Peptid Glycylglycin. 

Nun hat, wie ich einleitend schon ausfiihrte, Oswka (2) bei Ersatz des 
Nahrungs-N durch N in Aminosaéuregemischen eine Steigerung der Harn- 
quotienten gefunden, die in der Mehrzahl seiner Versuche durch eine absolute 
Vermehrung von C oder Vakat-O neben einer geringen N-Vermehrung 
zustande kam, wahrend in einem Teil seiner Versuche C bzw. Vakat-O und N 
absolut vermindert oder C und Vakat-O bei einer N-Vermehrung in ihren 
Werten fast normal blieben. Jedenfalls war bei den Osukaschen Versuchen 
mit Aminoséiuregemischen die absolute und relative C-Vermehrung das 
charakteristische Merkmal, wihrend die absoluten Harn-N-Mengen nur 
geringe Schwankungen nach beiden Richtungen zeigten. Bei den Osukaschen 
Versuchen mit Aminoséiuregemischen wurde also offenbar der Stickstoff- 
bedarf des K6érpers ziemlich gut gedeckt, der Nahrungs-N gut verwertet. 
Aber an der (-Verwertung zeigte sich die Schwierigkeit, das dysoxydative 
Moment. In meinen Versuchen mit einer einzigen Aminoséure oder einem 
einzigen Peptid tritt die Erschwerung in der C- und N-Verwertung zutage, 
besonders aber in der N-Verwertung. Ich glaube, den erhéhten Harn-N- 
Gehalt bei meinen Versuchen eben nur in dem Sinn einer mangelhaften 
Verwertung des Nahrungs-N deuten zu kénnen. 

Wenn auch in den Osukaschen Versuchen die Harnquotient- 
erhéhung und in meinen Versuchen die Harnquotientsenkung vor- 
herrschend war, so erklairen sich letzten Endes beide Erscheinungen 
doch aus der ungeniigenden Verwertung des in Form von Aminosaure- 
gemischen oder einzelnen Aminosdiuren zugefuhrten Kohlenstoffs und 
Stickstoffs, bei Osuka mehr des C, bei mir mehr des N. 

Die bei Ersatz hochwertigen NahrungseiweiBes durch Aminosaure- 
gemische, die aus hochwertigem Eiweif gewonnen wurden, die die 
darin vorkommenden wesentlichen Komponenten besitzen, auftretende 
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Stoffwechselstérung kann man demnach in folgender Relativitiats 
formel der Veranderungen ausdriicken bei partieller Vermehrung de: 
absoluten Werte: 

C > Vakat-O > N (Osuka). 

Die bei dem Ersatz hochwertigen NahrungseiweiBes durch einen 
einzelnen EiweiBbaustein auftretende Stérung wiirde in folgende: 
Relativitatsformel dargestellt werden kénnen bei Vermehrung der 
absoluten Werte: 

N >C > Vakat-O (Kanai). 

Fiir den Hunger und die Unterernahrung wiirde die entsprechend 

Relativitatsformel lauten bei Verminderung der absoluten Werte: 


Vakat-O > C >N (Kanai). 


Zusammenfassung. 

1. Beim Hunger wird quantitativ weniger Material oxydiert, aber 
qualitativ ist die Durchoxydierung des verbrauchten Materials im 
Durchschnitt besser als in der Norm. 

2. Bei der quantitativen Unterernahrung liegen die Verhaitnisse 
aéhnlich wie beim Hunger, nur sind die quantitativen Erscheinungen 
abgesch wacht. 

3. Beim Ersatz des NahrungseiweiBes durch eine einzelne \Amino- 
siure (Glykokoll) oder ein einzelnes Peptid (Glycylglycin) zeigt sich 
eine mangelhafte Verwertung dieser Substanzen im Stoffwechsel, 
die besonders die N-Komponente betrifft. Beim Ersatz des Nahrungs- 
eiweiBes durch ein Aminosaiuregemisch tritt eine mangelhafte Ver- 
wertung dieses Gemisches auf, die vor allem die C-Komponente angeht. 

In diesem Zusammenhang ist es von Interesse, da Krebs (7) in 
einer wihrend der Drucklegung meiner Arbeit erschienenen Unter- 
suchung gefunden hat, daB stereoisomere Aminosauren, die optische 
Antipoden sind, mit durchaus verschiedener Geschwindigkeit im Tier- 
kérper umgesetzt werden. In dieser Richtung miiBten auch Versuche 
nach der Methode gemacht werden, die ich in meiner vorliegenden 
Arbeit anwandte. 

Versuchsanordnung. 


Die Versuche wurden an weiBen Ratten von 100 bis 120g Kérper- 
gewicht angestellt. Jede Ratte wurde einzeln in einem Stoffwechselkafig 
gehalten. Der Harn wurde in 24stiindigen Perioden gesammelt. In dem 
Harn wurde bestimmt: N nach Kjeldahl (Halbmikromethode), C nach 
Nicloux-Osuka (5), Vakat-O nach der von Kanitz (6) zur Mikromethode 
abgeinderten Miillerschen Methode. Es wurden die Quotienten C: N, 
Vakat-O: N und Vakat-O:C berechnet. 

In den Tabellen werden die Durchschnittswerte fiir aufeinander- 
folgende Versuchsabschnitte angegeben. Einige Versuche sind in Kurven 
dargestellt. 
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Tabelle I 


(Hungerversuche). 


Ratte Nr. 1. 
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“~ 
a = 
a 

w= |S 

~ @ a 

a || o* 

esa i fs 

Z| & 
& — 
> ite 


131 100°, 


6 125 10¢cem 
7 118 15 
8 114 15 
9 105 30 
10 92 30 
11); 92 15 





ing 


Harn-C 


Harnvakat-O 


ing 


Harn-N ing 


15,5 0,0749 0,1425 0,0821 


10.0 
10.0 
14,5 
26,5 
28.5 
14.0 


0.0480 0.0829 0.0568 
0,0667 0.0962 0.0888 


0,0592 0,0894 


0.0998 


0,1165 09,1103 0,1688 
0,1148 0.0752 0,2174 
0.0516 0,0572 0.1087 

Physiologische Schwankungen der Quotienten in der Vorperiode aus 
zwei aufeinanderfolgenden Periodenabschnitten berechnet: 


Bemerkungen 


0,912 1,736.1,902 Vorperiode. Mittel- 


0,847 1,460 1,728 
0,751 1,083 1,442 
0,593 0,896 1,510 
0,690 0.6538 0,946 
0,526 0,346 0,658 
0,475 0,526 1,107 


wert aus fiinf Ver- 
suchstagen. 


Hungerperiode. 





C:N 0,033, O:N = 0,243, O:C = 0,185. 
Ratte Nr. 2. 
ae ri?) s 
Se Ex > i a’ mz | & 
3 ie . os nl bes Béemerkungen 
a4 BS tem © he he ee 
>is = = = 


1i—5 132 100% 


6 125 10 cem 
7,°119 25 
8 116 25 
9 113 30 
19 103 25 
11); 96; 30. 
12) 91) 25 





15,3 


0,0719 0,1473 0,0813 


9,0 0,0414 0,0682 0,0504 
0,0711 0.1043 0,0792 
20,0. 0,0387 0,0557 ,0,0460 
0.9901 0.1180 0.1162 
0,0562 0,0547 |0,0883 
0,1018 0,0721 0,2042 
0.0308 0.0579 0.0870 


17,5 


19,0 
19,5 
26.0 
11,0 


0,884 1,811 2,044 


0,822 1,353 1,647 
0,898 1,317 1,467 
0,841'1,211 1,440 
0,775 1,015 1,310 
0,636 0,619 0.973 
0,498 0,353 0,708 
0,354 0,666 1,879 


Vorperiode. Mittel- 
wert aus fiinf Ver- 
suchstagen. 


Hungerperiode. 


Physiologische Schwankungen der Quotienten wie oben angegeben 





berechnet : ‘:N = 0,045, O:N = 0,219, O:C = 0,389. 
Ratte lr. 3. 
ez F> . = : 
e 2 SE & “ 4 - 
eS 4 es = on = os 
=2 rg om . <4 5 7. Z. 
-o | & =} S. 4 “* Bemerkungen 
Se io Z = 7 =] oO ° = 
Ae + F 5 > 
> ~ = = = = 





1—5/}113 98% 
6 96 15¢cem 
7, 77 20 
8 68 10 


” 


12,2 


0,0651 0,1682 0,0719 


0,906 2,339 2,581 


7,5 0,0519 90,1032 0.0659 0,788 1,566 1,988 


16,5 
6,8 


0.1192 0.1608 0,1832 
0,0580 0,0788 0,1091 0,532 0,723 1,358 


0,650 0.877 1,380 


Vorperiode. 


Mittel- 
wert aus fiinf Ver- 
suchstagen. 


Hungerperiode. 


Physiologische Schwankungen der Quotienten wie oben angegeben 
0, 


berechnet : 


C:N = 0,025, O:N = 


142, O:C 


= 0,235. 
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Tabelle II (Unterernihrungsversuche). 


Ratte Nr. 








bh. so ize. 5 4 
TER Se" Sees ge ® gS 
a2 | SESINSSe 2.5 a= 
AS |e \ser~ = = 
Vorperiode 
I— 4 114 100 16,0 0,0473 0,0935 0,9519 
Hauptperiode 


5— 7) 110 100 /138, 
8—10 106 100 13, 
11—13 97 100/13, 


5 0,0294 0,0441 0.0358 
5 0,0315 0,0544 0.0386 
5 0.0481 0,0824 0,0652 

Nachperiode 


14—17 108 100) 16,5 0,0540.0,1065 0,0582 


berechnet : C:N 


Ratte Nr. 2. 


( 
O: 


0,9111,801 1,977 


0,821 1,231 1,500 
0,816 1.409 1,727 
0,738 1,263 1,297 


0,928 1,829 1,972 


O:C = 0,417. 


Bemerkungen 


Grundkost 


| Halbe Menge 
| d. Grundkost 


Grundkost. 


Physiologische Schwankungen der Quotienten wie oben angegeben 
- 0,019, O: N = 0,347, 








oo 1 aa = Z 
sot | vowmlss pu £ & 
“so a OS I am 
n2s FESENS = 25 
~~ So ae -— z= 
A © Mt om =~ = 
- - 
Vorperiode 


1— 4 161 100 |18,0 0,0701 0,1396 0,0766 
Hauptperiode 
20,7 0,0695)0,1216 0,0832 
15,2 0,0598'0,0878 0,0647 
Nachperiode 
21,3 0,0802 90,1714 0,0952 


5— 7) 142 | 100 
8—10 134 100 


11—13 139 100 


berechnet : C:N = 0,013, O:N = 0,00 


Ratte Nr. 3. 


( 
O:N 
( 


0,915 1,822 1,991 


0,835 1,461 1,749 
0,785 1,357 1,727 


0,842 1,800 2,135 


7, O:C = 0,020. 


Bemerkungen 


Grundkost. 


| Halbe Menge 
| d. Grundkost. 


Grundkost. 


Physiologische Schwankungen der Quotienten wie oben angegeben 











2 = 2 .« a) S Z 
Sig geuashs fe gee) gx 
eS ESERSE. 25 | S28 4&8 
As wh (om eo x all = 
- - 
Vorperiode 
1— 3) 122 94 10,3 0,06670,1501 0,0702 
| Hauptperiode 


17,6 0,0629 0,1296 0,0862 
18,5 0,0986 0.1750 0,1348 

Nachperiode 
17,3 0,0762 0,1582 0,0838 


4— 6 102 100 
7— 9 89 100 


10—12|) 97 100 


O:N 
O:-C 


S 
S 
zo) 
— 
i) 
an 
(Se) 
oO 
i 
bo 
or 


0,907/1,896 2,087 


Bemerkungen 


Grundkost. 


| Halbe Menge 
| d. Grundkost 


Grundkost. 


Physiologische Schwankungen der Quotienten wie oben angegeben 
C:N = 0,014, O: N = 0,074, O:C = 0,045. 


berechnet : 
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Tabelle III (Glykokoll- und Glycylglycinversuche). Katte Nr. 1. 








eS © ,c Z 
=. Mt -% si% ¢% 7. Zz 

Ege z= ce = == ° he Bemerkungen 
i & = =e jo 


Harnmenge 
in cem 





1-— 4) 117 99 11,2 0,0578 0,9970 60,0599 0,965 1,619 1,677 | 0 a 

5-8 117 90 10,8 0,0589 0.1030 9.0660 0,893 1,561 1,748 | 8 888 
9-12 105 60 = 7.7 0.0554 0.0774 0.0750 0.738 1,032 1.398 0.84 g Glykokoll 
13-16 97 75 11,5 0,0770 0,1331 0,0964 0,799 1,382 1,728 0,5¢ Casein + 042g 


17-20 94 84 11.0 0.0714 0.1379 0.0746 0.957 1.848 1,932 10 g Cassia 
21-24) 90 62 8,3 0.0802 0,1266 0.0992 0.898 1.277 1,578 0,74 ¢ Glyeylglycin. 
Physiologische Schwankungen der Quotienten: 
C:N = 0,072, O:N = 0,058, O:C = 0,071. 
Mittelwerte der Quotienten in der ganzen Vorperiode: 
C:N = 0,929, O:N 1,590, O:C 1,713. 


Ratte Nr. 2. 





Bemerkungen 


In cem 
ing 
Harn- 
vakat-O 
ing 
Harn-N 
ing 
‘:N 
N 


Harnmenge 
Harn-C 





1— 4 112 100 
5— 8 116 100 
9-12 111 65 
13-16 106 83 


0,0642 0.1149 0,0693 0,926 1,645 1,776 | 
0,0619 0,1292 9,0736 0,842 1,632 1,942 
0,0757 9.1522 0.1155 9,655 1,318 2,012 0,84 ¢ Glykokoll 


0,0777 0,1519 0,0992 0,784 1,532 1,955 066 —— + 0428 
TIVKOKOL, 


1,0 g¢ Casein 


— pms 
Por 


fo $e 3s 


_ 
bo 


17-29 98 82 9.5 0.0661 0.1335 09,0689 0,959 1,938 2.020 1,0 ¢ Casein. 
21-24 91 60 = 8,4 0,0758 0.1117 0.0921 0,823 1,213 1,473 0,74 ¢ Glyeylglycin. 


Physiologische Schwankungen der Quotienten: 
C:N = 0,084, O:N = 0,013, O: C = 0,166. 
Mittelwerte der Quotienten in der ganzen Vorperiode: 
C:N = 0,884, O: N = 1,639, O: C = 1,859. 


Ratte Nr. 3. 
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o 25) £g&% | pie! g& Z A © 
= ES Se Rec cs * se Pan Bemerkungen 
S Sel = |Be~ | =~ a i as 
4 o— = > = 
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1,0 g Casein. 


1 
5— 8 108 83 7 90,0559 0,0986 9,0623 9,897 1,583 1,765 | 
9-12) 94 60 = 7,7 9.0738. 0,1104.0,1073 0,688 1,928 1,495 0,84 g Glykokoll 


13-16 89 74 10,1 0,0746 0,1371,0,0985 0,757 1,392 1,838 oa + 0428 


17-20, 83 85 8,0 0,0861 0,1518.0,0995 0,865 1,525 1,762, 1.0 ¢ Casein 


1— 4 114 95 10,1 90,0535 0,0949 0,9586 0,913 1,620 1,774 | 
7, 


Physiologische Schwankungen der Quotienten: 
C:N = 0,016, O: N = 0,037, O: C = 0,009. 
Mittelwerte der Quotienten in der ganzen Vorperiode: 
C:N = 0,905, O:N 1,602, O:C = 1,769. 
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Tabelle III (Fortsetzung). 
Ratte Nr. 4. 








db ~ 2 op 
2 ! L S ¢ S ’ 
5 eI = sf ~ ~ 4~ . 
S3e |Sowaesel cB te  siw! We Zz Zz 
sea RSE N eis@ te |dSea! Ec Bg = Bemerkungen 
Ce isonmiePesibe | § mse7 | 37 =) ° 
zo wi | an ee} -4 = 
- - = 


i— 4 102 97 =8,4 0,0416 0,0811.0,0493 0,844 1,645 1,949 | 
5— 8} 101 78 10,0 0,0516 0,0993 0,0597 0,865 1,664 1,923 | 
9-12, 88 75 ~8,7,.0,0766 0,1395 0.1277 0,600 1,092 1,821 0,84 ¢ Glykokoll 
13-16 8&8 74 =9,0 0,0617.0,1239 0,0861 0,716 1,428 1,993 Wag ee + OMe 
’ y COKOLI. 
17-20 74 85 =. 7,6 :0,0671 0,1138 0,0747 0,898 1,524 1,696 1,0 ¢ Casein. 
Physiologische Schwankungen der Quotienten: 
C:N = 0,021, O:N = 0,019, O: C = 0,026. 
Mittelwerte der Quotienten in der ganzen Vorperiode: 
C:N = 0,855, O: N 1,655, O: 2 = 1,936. 


1,0 g Casein. 


Ratte Nr. 5. 








' © & 

2 ;= , = c ys z. 

a oS Eso 5 = = 4 : : 
seg O'S wel. GS 2 5 © es Me = w Zz Zz >) 

-Ba ESalik8SS-is es afc as oe ts Bemerkungen 
Lal tod So™ Fae 4 Se — s— EO oe) = O 
AS |i4h joe B! d- = aah = 

= > = 


1— 4 127; 109 12,4 0,0659 0,1437 0,0726 0,908 1,979 2,181. 1,0 g Casein. 
5— 8 124 90 10,8 0,0915 0,1689 0.1271 0,720 1,829'1,846 0,74 g Glyeylglycin 
9-12) 115 93 12,6 0,0698 0,1409 0,0923 0,756 1,526'2,018 O66 —— + 0,37 8 
ilyeylglycin. 
13-16 111 73 ~~ «6,9 0,0352 0,9710 90,0437 0,806 1,624.2,018 1.0 ¢ Casein. 
Physiologische Schwankungen der Quotienten wie oben angegeben 
berechnet: =. w = 0,005, O: N = 0,211, 0: C = 0,220. 


Ratte Nr. 6. 
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& S Ls ise =) Zz 
= -s ee > 
Sse Sewas Bese gt Zz 4 
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a oe Res NS a25 >i] hon E, Bemerkungen 
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1- 4 116 88 | 9,0 0,0484 0,0955 0,0515 0,9401,855 1,973 1,0 g Casein. 
5-8 114 80 | 9,5 0.0759 0.1030 0,1132 0,671,0,910 1,357 | 0,74 g Glycylglycin. 
9-12 108! 88 (10,1 0,0664 0,1333 0,0924 0,718 1,442 2.006 oe8 a + 0,37 8 
ilyeylglycin. 
13-16 104 68 | 7,3 0,94100,0881 0,0538 0,762/1,636 2,148 1,0 g Casein. 
Physiologische Schwankungen der Quotienten wie oben angegeben 


berechnet: =. W = 0,011, O: N = 0,140, 0:C = 0,114. 
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Uber den Lipoidgehalt 
verschiedener Typen von Tuberkelbazillen. 


III. Mitteilung: 
Zur Chemie der Bakterien'. 


Von 
Erwin Chargaff und Joseph Dieryek (Universitit Léwen). 
(Aus dem Hygienischen Institut der Universitaét Berlin.) 


(Eingegangen am 19. September 1932.) 


Einleitung. 

Daf die Erreger der Saugetiertuberkulose zwei verschiedenen 
Typen angehéren kénnen, dem Typus humanus, welcher der Erreger 
der menschlichen Tuberkulose ist, und dem Typus bovinus, der die 
Perlsucht der Rinder verursacht, ist seit den Arbeiten von Th. Smith 
und von Robert Koch wohl allgemein anerkannt. Die Unterscheidung 
zwischen diesen Typen wie auch den zahlreichen in Kaltbliitern und 
saprophytisch in der Natur vorkommenden saurefesten Bakterien 
griindet sich im wesentlichen auf Tierversuche, in seltenen Fallen auch 
auf morphologische, bei der Kultivierung der Mikroorganismen zutage 
tretende Merkmale. Als chemische Methode, die zur Unterscheidung 
zwischen humanen und bovinen ‘Tuberkelbazillen vorgeschlagen wurde, 
ist nur die von Th. Smith? zu nennen, welche sich der Verschiedenheit 
der Nahrboden-Aziditatskurven bedient, die wihrend des Wachstums 
der beiden Typen ermittelt werden. Uber die allgemeine Anwendbarkeit 
dieser Methode gehen die Meinungen noch auseinander. 

In den letzten Jahren ist in einer Reihe von Arbeiten von R. J. 
Anderson, E. Chargaff, E.G. Roberts u.a.* die chemische Zusammen- 


1 TI. Mitteilung vgl. Zeitschr. f. physiol. Chem. 201, 198, 1931. 

2 J. med. res. 18, 185, 1910; vgl. Handb. d. pathog. Mikroorg., 3. Aufl., 
5, Teil 2, 666, 1928; Wells, De Witt, Long, The chemistry of tuberculosis, 
Baltimore 1923, 8S. 60ff. 

§ Vgl. die Zusammenfassungen in Naturwiss. 19, 202, 1931; Physiol. 
Rev. 12, 166, 1932. 
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setzung der Fette und fettahnlichen Verbindungen der humane: 
bovinen und Vogeltuberkelbakterien und der Timotheegrasbakteri: 

eingehend untersucht worden. Die dabei aufgefundenen weitgehende, 
Unterschiede in der chemischen Zusammensetzung der verschiedenc; 
Typen lassen ein besseres Verstindnis fiir den Zusammenhang zwischen 
chemischen Eigenschaften und spezifischen biologischen Wirkungey 
erhoffen. Fir eine diagnostisch auch nur einigermaBben verwendbar 

Differenzierungsmethode kénnen diese Unterschiede jedoch schon desha!!) 
nicht herangezogen werden, weil ihre Feststellung eine viel zu grof} 
Bakterienmenge und zu schwierige chemische Operationen erfordert 

Eine Typendifferenzierung durch qualitative Analyse der Bakterien 
erschien demnach wenig aussichtsvoll. Hingcgen konnte daran gedacht 
werden, auf quantitativem Wege, namlich durch Bestimmung der Mengen 
von Fett, Wachs, Phosphatid oder der Gesamtlipoide dieses Ziel zu 
erreichen.  Friihere, aus der Literatur zu entnehmende Resultat: 
konnten dazu nicht herangezogen werden, da in den meisten Fallen 
auch bei dem gleichen 'ypus keine iibereinstimmenden Resultate 
heobachtet worden waren. Diese mangelnde Ubereinstimmung hat 
nach Ansicht von Prof. Hahn ihren Grund darin, daB die zu diesen 
Versuchen benutzten Kulturen nicht unter gleichen Bedingungen 
herangeziichtet waren. 

Fiir unser Institut gewann die Frage der Typendifferenzierung noch 
besonderes Interesse, als der Leiter desselben, Geh. Rat Prof. 1. Hahn, 
anlaBlich des Liibecker Tuberkuloseprozesses als Sachverstandiger berufen 
wurde. In diesem ProzeB handelte es sich bekanntlich vor allem um die 
Entscheidung, ob die aus den Kinderleichen und Impfstoffen isolierten 
Kulturen BCG-Kulturen waren, also nach dem Calmette-Verfahren her- 
gestellte unschadliche Bazillen, oder humane virulente Bazillen, und ins- 
besondere ob sie mit dem einzigen im I.iibecker Laboratorium vorhandenen 
humanen Stamm, dem sogenannten Stamm ,,Kiel‘‘, identisch waren. Die 
von 8B. Lange und L. Lange erstatteten Gutachten! stiitzten sich auf Tier- 
versuche und morphologische Merkmale der einzelnen Stémme. Angesichts 
der Wichtigkeit der Frage erschien es wiinschenswert, auch andere Kriterien 
fiir die Differenzierung heranzuziehen. 

Auf Anregung von Geh. Rat Hahn nahmen wir daher die quanti. 
tative Untersuchung der Lipoidverteilung in verschiedenen Tuberkel- 
bazillentypen auf, und zwar unter Benutzung von Kulturen, die auf 
gleichem Nahrboden und durch gleich lange Zeit geziichtet worden 
waren. Im Verlauf der Untersuchungen erwies es sich als notwendig 
zur Kontrolle unserer Resultate auBer den Liibecker Stémmen noch 
eine Reihe weiterer Stéimme humanen und bovinen Ursprungs sowic 
auch den originalen BCG-Stamm zu analysieren. 


1 Ein Teil der in Liibeck erstatteten Gutachten findet sich in Zeitsch: 
f. Tuberk. 64, 129— 207, 1932. 
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Als Extraktionsgang diente die von R. J. Anderson' fiir die humanen 
fuberkelbazillen ausgearbeitete Methode, welche im Gegensatz zu 
friheren Vorschligen —. eine reproduzierbare und chemisch einwand- 
treie Trennung der Lipoide in die Fett , Phosphatid- und Wachsfraktion 
vestattet. Diese Methode wurde von R. J. Anderson und E.G. Roberts 
an den bovinen und Vogeltuberkelbakterien*, yon FE. Chargaf/, M. C. 
Pangborn und R.J. Anderson an den Timotheegrasbakterien®, von 
Ek. Chargaff an den Schildkrétentuberkel- und Smegmabakterien* 
erprobt. Das Wesentliche dieser Fraktionierungsmethode wird im 
nachsten Abschnitt schematisch wiedergegeben werden. 

Wir waren von vornherein bestrebt, bei der Ziichtung der zu unter- 
suchenden Kulturen vollig gleiche Bedingungen in bezug auf Nahr- 
boden, ‘Temperatur und Zeit einzuhalten® und auch sonst die von uns 
verwendete Methodik genau zu beobachten. 


Methodik. 
Die zu den Versuchen verwendeten Bakterien wurden auf der von 
h. Sauton® angegebenen Nahrlésung geziichtet. Die Zusammensetzung der 
Nahrlésung war: 
4,0 g Asparagin (0481)*; 
60,0 g Glycerin dopp. dest. 1,26 (01714); 


2.0 g Citronensaiure krist. f. anal. Zwecke (0128)); 
0.5 g Kaliumphosphat zweibasisch (02065); 


~ 


0,5 g Magnesiumsulfat (02386); 
0,05 g Citronensaures Eisenoxydammon griin (01291); 
940,0 g Dest. Wasser. 
Diese Lésung wurde durch Zusatz von Ammoniak auf py 7.2 gebracht. 
War zu viel NH,OH zugesetzt worden, so wurde dies durch ein wenig 
Phosphorsaure korrigiert. 
Die Nahrlésung wurde zweimal im Dampftopf bei 100° sterilisiert. 
Die Ziichtung erfolgte im Brutschrank bei 37° in flachen Stehkolben (Fern- 


1 J. of biol. Chem. 74, 525, 1927. 

2 Ebenda 85, 509, 529, 1930. 

3 Ebenda 90, 45, 1931. 

4 Zeitschr. f. physiol. Chem. 201, 198, 1931. 

5 Uber den Einflu8 der Nahrlésung auf die Zusammensetzung von 
Bakterienlipoiden vgl. z. B. 2. Chargaff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 201, 
198, 1931, und zwar S. 201; iiber den EinfluB der Temperatur: E. F. Terroine 
u. Mitarbeiter, Bull. Soc. Chim. biol. Paris 9, 605, 1927. In einer alteren 
Arbeit teilt W. G. Ruppel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 26, 218, 1898/99, und 
zwar §S. 223f., mit, daB alte Kulturen von Tuberkelbazillen stets einen 
héheren Lipoidgehalt aufweisen als jiingere Kulturen. 

6 (.r. Acad. Sciences 155, 860, 1912. 

* Es wurden ausschlieBlich Praparate von Schering-Kahlbaum an- 
gewendet. Die in Klammern stehenden Zahlen bezeichnen die Nummern 
der Priparate im Katalog vom Februar 1932. 
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bach-Kolben) aus Jenaer Glas von etwa 450 ccm Inhalt, in welche etw 
200 ccm der Nahrlésung eingefiillt wurden. Es wurde von jedem Bakterie: 
stamm eine Vorkultur in je einem Kolben angelegt und das entstanden: 


Bakterienhautchen dann auf 10 bis 20 Kolben verteilt, wobei darauf ge- 


achtet wurde, daB sich das Haéutchen wahrend der ganzen Ziichtungsdaue 
auf der Fliissigkeitsoberflache schwimmend erhielt!. Die Ziichtungsdaue: 
betrug rund 4 Wochen, aber erst von dem Zeitpunkt an gerechnet, wo sic) 
das eingeimpfte Bakterienstiick zu verbreitern begann?. 


Die sich daran anschlieBende fraktionierte Extraktion der Bakterien 
stellt eine Ubertragung des von R. J. Anderson® ausgearbeiteten Extraktions 
ganges auf kleine Mengen dar. Die Bakterien wurden nach AbschluB des 
Wachstums auf Porzellannutschen mit gehartetem Filter gesammelt und 
durch oftmaliges Waschen mit destilliertem Wasser von der Nahrlésung 
befreit*. Hierauf wurde scharf abgesaugt und die noch feuchte Bakterien- 
masse in eine Mischung von gleichen Teilen Alkohol und Ather eingetragen. 
Das folgende Schema gibt den Verlauf der Extraktion wieder: 


Feuchte Bakterien 
mit Alkohol-Ather extrahiert. 








Extraktlosung konzentriert, Bakterienriickstand 
zuruckbleibende wasserige mit Chloroform 
Suspension mit Ather ge- extrahiert. 
schiittelt. 
Wasserige Losung Atherische Lé- Aus Chloro- Entfettet. 
konzentriert und mit sung eingeengt formlésung Bakterien 
basischem Bleiacetat und mit doppel- durch Ver- 
und Ammoniak ver- tem Volumen dampfen 
set zt. Aceton versetzt. Wachs- 
fraktion. 
Wasserige Niederschlag mit Aceton fallt Ather-Aceton- 
Losung H,S zersetzt. Aus die Lésung gibt bei 
verworfen. der wasserigen Phosphatid- Konzentration 
Lésung wird durch fraktion. die Fettfraktion 


Kinengen die Poly- 
saccharidfraktion 
gewonnen. 


1 Das ist unbedingt notwendig, da bei zu Boden gesunkenen, also unte1 
geringerer Sauerstoffzufuhr geziichteten Bakterien abweichende Resultate 
erhalten werden kénnen. 

2 Die ausgezeichnete Durchfiihrung der Bakterienziichtung verdanken 
wir Frl. F. Sauer. 

3 J. of biol. Chem. 74, 525, 1927. 

* Wenn es sich um schleimige, die Filterporen verstopfende Bakterien 
handelt, ist es einfacher, die Bakterien abzuzentrifugieren und auf der 
Zentrifuge zu waschen. 


I 
150 | 
die 1 
sphar 
temp 
abfilt 
in 15 
unter 
mit ¢ 
ierter 

] 
blase' 
Alkol 
verse 
ather 
bildet 
konn' 
Bleia 
wasse 
einige 
Wass 
sulfat 
und 1 
der } 
und 1 
schie 
abzer 
wurd 
ein g 
mitte 
diese 
erhal 
der I 


Geru 


verm 
das | 
sace} 
welcl 
ein 
geen; 
entst 
mit 

verd: 
blieb 
mit ° 


stam 








Btw 
rien 
den: 
ge- 
aur 
Bauer 


sich 


rien 
Ons 
des 
und 
sung 
‘ien- 
gen. 


thet: 


“7ent 


Ite! 
ate 


ken 


ien 


der 





Lipoidgehalt von Tuberkelbazillen. 323 


Das Volumen der Lésungsmittel betrug je nach der Bakterienmenge 
150 bis 250cem. Die Lésungsmittel wurden mit N, gesiattigt und auch 
die 12 Tage dauernde Extraktion im verschlossenen Kolben in N,-Atmo- 
sphére, und zwar im Dunkeln und unter haufigem Umschiitteln, bei Zimmer- 
temperatur vorgenommen. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Bakterien 
abfiltriert, auf der Nutsche mit Alkohol-Ather gewaschen und quantitativ 
in 150 bis 250 cem Chloroform eingetragen, in dem sie ebenfalls 12 Tage 
unter den gleichen Bedingungen verblieben. Hierauf wurde wieder filtriert, 
mit Chloroform gewaschen und der ent/ettete Bakterienriickstand im evaku- 
ierten Exsikkator iiber P,O, bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Die Ather-Alkohollésung wurde bei 35 bis 45°, meistens unter Durch- 
blasen von N,, vom Ather und hierauf unter vermindertem Druck vom 
Alkohol befreit. Die zuriickbleibende Emulsion wurde mit etwas Wasser 
versetzt und mehrmals mit 200 bis 400 ccm Ather ausgeschiittelt und die 
atherische Lésung ein- bis zweimal mit Wasser gewaschen. Manchmal 
bildeten sich wiaihrend des Waschens iiberaus listige Emulsionen. Diese 
konnten durch Zusatz von wenigen Tropfen emer 30°,igen wéasserigen 
Bleiacetatlésung gebrochen werden. In diesem Falle wurden dem Wasch- 
wasser, mit dem die sich abtrennende Atherlésung gewaschen wurde, 
einige Tropfen verdiinnter H NO, hinzugesetzt und dann noch zweimal mit 
Wasser gewaschen. Hierauf wurde die aétherische Lésung mittels Natrium- 
sulfat getrocknet (alle Operationen womdglich in N,-Atmosphiare !) 
und nach Filtrieren und Waschen verdampft. Der Riickstand bestand aus 
der Fett- und Phosphatidfraktion. Er wurde in 2 bis 5ceem Ather gelést 
und mit 5 bis 10 cem Aceton versetzt. Das in Aceton unlésliche Phosphatid 
schied sich beim Stehen im Eisschrank in Form feiner Fléckchen ab, welche 
abzentrifugiert und mit etwas eiskaltem Aceton gewaschen wurden. Hierauf 
wurde die Gesamtmenge des Phosphatids in wenig warmem Ather gelést, in 
ein gewogenes Kélbchen iibergefiihrt und nach Verdampfen des Lésungs- 
mittels im Vakuum iiber P,O; bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Auf 
diese Weise wurde in allen Fallen das Phosphatid als weibe weiche Masse 
erhalten. 

Die Aceton-Atherlésung enthielt das Fett, welches nach Verdampfen 
der Lésung und Trocknen als rotbraune, weiche Masse von eigentiimlichem 
Geruch vorlag. 

Aus den Chloroformextrakten wurde dure! Einengen der Lésung unter 
vermindertem Druck, Filtrieren der konzentrierten Lésung und Verdampfen 
das Wachs, eine weiBbe Substanz, erhalten. 

In einigen Fallen wurden auch die geringen mitextrahierten Poly- 
saccharidmengen bestimmt. Zu diesem Zwecke wurde die wasserige Lésung, 
welcher das Fett und Phosphatid durch Ather entzogen worden war, mit 
ein wenig 30° ,iger Bleiacetatlésung geklart, filtriert, im Vakuum ein- 
geengt und mit basischer Bleiacetatlésung und Ammoniak versetzt. Die 
entstandene Fallung wurde filtriert, gewaschen, in Wasser suspendiert und 
mit H,S zerlegt. Nach Entfernung des Bleisulfids wurde im Vakuum 
verdampft, wobei die Polysaccharide als sehr ziher, gelblicher Sirup zuriick- 
blieben. Diese Fraktionen reduzierten Fehlingsche Lésung erst nach Kochen 
mit verdiinnter HCl und enthielten Pentosen und Hexosen. 


Ergebnisse. 


Wir untersuchten insgesamt 25 verschiedene ‘Tuberkelbazillen- 
stimme, manche davon auch mehrfach. In der folgenden Zusammen- 
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stellung sind die Bezeichnungen der Stémme und ihre Herkunft an 
gegeben. 

A. Calmette-Guérin- Bazillen (BCG): BCG 402, Ser. 1, Januar 193) 
(Pasteur-Institut, Paris); BCG 433, Ser. 2, April 1932 (Pasteur-Institut 
Paris). 

B. Bovine Tuberkelbazillen: 4° (Robert Koch-Institut, Berlin); 
Dahmen (Tierirztliche Hochschule, Berlin); ,,.159a‘ (Reichsgesundheits 
amt, Berlin); Vallée (Pasteur-Institut, Paris). 

C. Humane Tuberkelbazillen: Wiel (Liibeck, iiber Robert Koch 
Institut, Berlin); Bethge; ,,10°; ,,15°° (simtlich Robert Koch-Institut, 
Berlin). 

D. Anldflich der Liibecker Untersuchungen aus Kinderleichen 
isolierte Tuberkelbazillenstimme: Holst (Robert Koch-Institut, Berlin) 
Runge; Dose ; Beland ; Griese ; Pangels; Hunger Mesenterialdriise ; Hunger 
Milz; Gétz; Sanger; Hartel (simtlich Keichsgesundheitsamt, Berlin). 

E. Aus in Liibeck vorgejundenen Impfstoffen isolierte Bakterien 
stimme: ,,Liibeck IV‘; Impfstoff 19; Impfstoff 20; Impfstoff 25 
(simtlich Reichsgesundheitsamt, Berlin). 

Die bei der Untersuchung der Lipoidvertecilung in den genannten 
Bakterienstimmen erhaltenen Resultate sind in den Tabellen I und II 
wiedergegeben. Tabelle I enthalt die durch Wagung der gewichts- 
konstanten Fraktionen ermittelten Werte und soll einen Begriff von 
den GréBenordnungen, um die es sich hier handelte, geben; Tabelle I 
enthilt die auf Grund der Gewichtswerte errechneten Prozentwerte 
fiir die einzelnen Fraktionen in Prozenten der trockenen Bakterien 
und gestattet demnach einen Vergleich der erzielten Resultate. Den 
Polysaccharidgehalten kommt kein erheblicher Vergleichswert zu, 
da ihr Betrag vom jeweiligen Feuchtigkeitsgehalt der Bakterien bei 
Beginn der Extraktion abhingt. Die anderen Ergebnisse jedoch, 
die zu fast eindeutigen Resultaten fiihrten, sollen im folgenden Abschnitt 
besprochen werden. 

Diskussion. 

Wenn wir den folgenden Betrachtungen die Werte der Tabelle LI 
zugrundelegen, sehen wir, daB sich die 25 untersuchten Stéimme zu 
bestimmten Gruppen zusammenfassen lassen. Zur Erleichterung der 
Ubersicht enthalt die Tabelle auch Angaben iiber die Summe von Fett 
und Phosphatid und iiber die Gesamtlipoide (Fett, Phosphatid und 
Wachs). Das ist schon deshalb nétig, weil die Trennung von so kleinen 
Substanzmengen, wie den hier vorliegenden, nicht ganz quantitativ 
verlaufen kann, wenn sie ausschlieBlich auf der verschiedenen Léslichkeit 
der Fraktionen in organischen Lésungsmitteln beruht. Die auftretenden 
Unterschiede sind jedoch sehr deutlich. 
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Es lassen sich ohne weiteres drei Gruppen unterscheiden. 1. Die 
Versuche 5 bis 12 ergeben im Durchschnitt einen Gehalt von 15.9%, 
Fett und Phosphatid und von 24,9°%, Gesanitlipoiden. 2. Die Versuche 1 
bis 3 ergeben einen Durchschnittsgehalt von 12,7°, Fett und Phos- 
phatid und von 16,2%, Gesamtlipoiden. 3. Die Versuche 13 bis 28 
ergeben einen Gehalt von &,0° Fett und Phosphatid und von /7,/°, 
Gesamtlipoiden. 

Die erste Gruppe mit etwa 25°, Gesamtlipoiden umfaBt die 
BCG-Stimme 402 und 433 (letzterer in eine Woche alter Kultur unter- 
sucht), die aus Liibecker Kinderleichen isolierten Stéamme ,,Runge**, 
Hunger Milz und ,,Hartel’’ und die aus Liibecker Impfstoffen ge- 
wonnenen Stimme ,,19‘ und ,,20. Bei der Ubereinstimmung zwischen 
diesen Liibecker Stammen und den BCG liegt der SchluB nahe, daB es 
sich bei diesen Stémmen um echte BCG-Stiimme handelt. Da8 dieser 
SchluB durch die biologischen Versuche véllig bestatigt wird, soll spiter 
noch ausgefiihrt werden. 

Zur zweiten Gruppe mit etwa 16°, Gesamtlipoiden gehéren die 
bovinen T'uberkelbazillenstimme ,.14°°, ,.Dahmen und ,,159a"°. Der 
ebenfalls untersuchte bovine Stamm ,,Vallée’’, aus dem der BCG durch 
Abschwachung gewonnen ist, verhielt sich als einziger abweichend 
und hatte einen sehr hohen Lipoidgehalt, der ihn dem BCG an die Seite 
stellt. Die Frage dieses abweichenden Verhaltens, das mit Riicksicht 
auf die Virulenzfrage als sehr interessant bezeichnet werden muB, 
soll noch weiter untersucht werden. 

Zur dritten, lipoidirmsten Gruppe mit etwa 11°, Gesamtlipoiden 
gehéren die humanen Tuberkelbazillenstémme ,,Kiel'*, ,,Bethge*‘, ,,10° 
und ,,15‘‘. Diesen reihen sich alle aus den Liibecker Kinderleichen 
isolierten Stamme an mit Ausnahme der drei oben erwihnten, als BCG 
identifizierten Stamme, ferner die Stimme ,,Liibeck IV‘ und Impf- 
stoff 25. 

Tabelle III. 
Durchschnittlicher Lipoidgehalt in verschiedenen Tuberkelbazillenstémmen 
(in Prozenten der trockenen Bakterien). 





aie Types Als Types || ala BCG an Al 106 a 
gesprochene, gesprochene, gesprochene, | gesprochene, 


Ps oe . aus Kinder- aus Impf- BCG -—S Rng ml 
i cd leichen stoffen iso- ‘eolierte ~ ieee 
— A.A Stimme Stamme 
Fett und 7,3 8,5 7,5 15,1 16,3 16,4 
Phosphatid (+ 1,5) (+1) 
Gesamt- 11,1 11,0 12,2 24,5 24,5 25,9 
lipoide (+ 0,8) (+1) 
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In Tabelle III sind die Durchschnittswerte zusammengestellt, 
von denen die fiir den Fall Liibeck zu ziehenden SchluB8folgerungen 
auszugehen haben!. Demnach handelt es sich bei der Mehrzahl der aus 
den Liibecker Kinderleichen isolierten Stémime um humane Tuberkel. 

zillen. Es sind dies die Stimme: Holst, Dose, Beland, Griese, Pangels, 
Hunger Mesenterialdriise, Gotz und Sdnger. Ebenfalls dem humanen 
Typus gehéren die Stimme ,,Liibeck IV“ und Impfstoff 25 an. 

Die Stimme Runge, Hunger Milz und Hartel gehéren dem BCG- 
Typus an. Ebenso die Stamme Impfstoff 19 und 20. 

Diese Befunde wurden ausschlieBlich auf chemischem Wege erreicht. 
Um so erfreulicher ist die véllige Cbereinstimmung unserer Ergebnisse 
mit den biologischen Resultaten. Nach dem von Prof. L. Lange in 
Liibeck erstatteten Gutachten verhalten sich die von uns als human 
angesprochenen Bakterienstimme auch im Tierversuch als humane 
Sttimme. Ebensogut ist die Ubereinstimmung bei den von uns als BCG 
bezeichneten Sttimmen, die nach L. Lange auch in ihrem biologischen 
Verhalten dem BCG entsprechen. 

Was nun die Méglichkeit anbelangt, die von uns hier angewandte 
Methode im allgemeinen zur Differenzierung von Tuberkelbazillentypen 
zu verwenden, so ist dazu folgendes zu sagen: Die Reproduzierbarkeit 
der Werte halten wir fiir gesichert, insbesondere wenn man den Be- 
funden die Gesamtlipoidwerte zugrundelegt. In Tabelle IT finden sich 
mehrere Parallelbestimmungen, naimlich die Versuche 5 und 6, 13 und 14, 
21 und 22. In der Verteilung der einzelnen Fraktionen treten nur 
kleine Schwankungen auf, die auf das Gesamtergebnis keinen Einflul} 
haben. Wir haben in Tabelle II alle von uns unter vergleichharen Be- 
dingungen ausgetiihrten Analysen aufgenommen, mit der einzigen 
Ausnahme eines als bovin bezeichneten Stammes, dessen ‘lypen- 
zugehérigkeit sich aber spiter in Anbetracht des Ursprungs der 
Kultur und der Ergebnisse der Tierversuche als héchst zweifelhaft 
herausstellte. 

Bei sorgfaltiger Ausfiihrung der Analysen stimmen die Resultate 
gut tiberein. Nur ist unbedingt darauf zu achten, da die Ziichtung, 
Extraktion usw. unter méglichst vergleichbaren Bedingungen vor- 
genommen werden, wie! sie oben unter ,,Methodik® beschrieben sind ?. 


1 Vgl. M. Hahn, Zeitschr. f. Tuberk. 64, 164, 1932. 

2 Anmerkung bei der Korrektur. Eine soeben erschienene Arbeit von 
E. Remy (Zeitschr. f. Immun.-Forsch. 75, 527, 1932) ist durch das im 
Liibecker ProzeB von M. Hahn erstattete Gutachten (Zeitschr. f. Tuberk. 
64, 164, 1932) und durch einen Vortrag des einen von uns (Chargaff), in dem 
die in der vorliegenden Arbeit geschilderten Ergebnisse mitgeteilt wurden 
(vgl. Zeitschr. f. angew. Chem. 45, 55, 1932), augenscheinlich angeregt 
worden, obgleich das nicht ausdriicklich mit Namensnennung gesagt ist. 
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\uf abweichende Vorbedingungen: andere Zusammensetzung der syn- 
‘hetischen Nahrlésung, langere Ziichtungs- und Extraktionsdauer usw. 
sind wahrscheinlich auch die abweichenden Resultate zuriickzufiihren, 
die bei der Aufarbeitung groBer Mengen von Bakterien erhalten wurden!. 
Insbesondere kann bei der Bereitung groBer Bakterienmengen von einem 
annahernd gleichen Aiter der einzelnen Bakterien kaum die Rede sein. 
DaB die Zusammensetzung der Nahrlésung von groBem EinfluB8 auf den 


Lipoidgehalt in séiurefesten Bakterien ist, und daB --- wie schon friiher 
vermutet wurde? —- durch Ziichtung auf Bouillon die Bildung des 


acetonléslichen Fettes beférdert wird, geht aus den folgenden Zahlen 
hervor. Die menschlichen Tuberkelbazillen Stamm ,,10° wurden auf 
Sauton-Loésung (Versuch 16 der Tabelle IL) und gleichzeitig auf Glycerin- 
bouillon geziichtet. Die unter gleichen Bedingungen ermittelte Lipoid- 
verteilung ergab (in Prozenten der Trockenbakterien) : 





Sautonlésung Glycerinbouillon 
Pett. 3,3 63 
Phosphatid 3.9 4,2 
Wachs . ea ee 4.5 3.5 
Gesamtlipoide. . ... . 11,7 14,0 
Bakterienriickstand 88,2 86,0 


Obwohl also alle anderen Bedingungen vollig gleich gehalten 
wurden, bewirkte die Anderung der Nahrlésung annahernd Verdoppelung 
des Fettgehaltes. 


Fiir die Unterstiitzung der vorliegenden Untersuchungen durch die 
Osterreichisch-Deutsche Wissenschaftshilfe und die Deutsche Forschungs- 
gemeinschaft sei auch hier der ergebenste Dank ausgesprochen. Die Mit- 
arbeit des einen von uns (Dieryck) wurde durch die Fondation Universitaire 
(Belgien) erméglicht. 


Sie will eine Nachpriifung und Bestaétigung unserer Befunde darstellen. Da 
der Autor jedoch die Nachpriifung vornahm, ohne die ausfiihrliche Ver- 
éffentlichung unseres experimentellen Verfahrens abzuwarten, ist seine 
Arbeit fiir eine methodische Betrachtung der chemischen Eigenschaften 
verschiedener Tuberkelbazillentypen in unserem Sinne nicht verwertbar, 
um so mehr, als die von ihm eingefiihrte .,.Permanganatzahl*, die in diesem 
Falle zu vieldeutig ist, um eine einigermaBen sichere Charakterisierung zu 
erlauben, die Sachlage sicherlich nicht klart. M. Hahn, E. Chargaff. 

1 Vel. Naturwiss. 19, 203, 1931. 

2 E. Chargaff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 201, 198, 1931, und zwar 
S. 201f. 
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Die Umwandlung von Acetaldehyd durch Hefe. 
Beitrag zur Kenntnis der Co-Zymasewirkung. 


Il. Mitteilung. 
Von 
Fritz Zuckerkandl und Luise Messiner-Klebermass. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Wien.) 


(Hingegangen am 19. September 1932.) 


Bereits vor 2 Jahren konnten wir nachweisen!, daB sich der Abbau 
der Glucose in vitro durch Tierkohle nur in Gegenwart von sticksto}}- 
haltigen Substanzen vollzieht. Und zwar handelt es sich um solche 
Stickstoffverbindungen, welche bei Oxydation Jminogruppen zu liefern 
vermégen. In weiterer Verfolgung der Versuche konnten wir in der 
ersten Mitteilung dieser Reihe zeigen®, da diese iminbildenden 
Substanzen, wie p-Phenylendiamin, Anilin, Tyrosin, ferner eine Ver- 
bindung, die die Gruppierung ws a | =NH enthalt (A minothiotriazol), 


das Gairungsvermégen von fluorid- oder jodessigsiuregehemmter Hefe 
wieder aktivierte. 

Durch diese Untersuchungen war der enge Zusammenhang zwischen 
Gdrung von Glucose und der Einwirkung einer bestimmten Klasse stick- 
stoffhaltiger Substanzen endgiiltig nachgewiesen. 


Nach den Befunden von Barrenscheen® handelt es sich bei der Fluorid- 
und Jodessigsiurehemmung der Gérung bzw. der Glykolyse um eine 
spezifische Inaktivierung der Co-Zymase. Wir haben ebenfalls mit Barren- 
scheen angenommen‘, daf es sich bei diesen kiinstliche Imingruppen ent- 
haltenden Aktivatoren um eine co-zymaseahnliche Wirkung handle, um so 
mehr, als Co-Zymase bekanntlich die Adenylgruppe und mit dieser die 
Gruppierung HN—C=NH enthialt, deren aktivierende Wirkung wir ja 

i | 


| 
nachgewiesen hatten. Die Einwirkung sollte sich in der Weise vollziehen, 


1 F. Zuckerkandl u. L. Messiner-Klebermass, diese Zeitschr. 226, 395, 
1930. 

2 Dieselben, ebenda 239, 172, 1931. 

3 H. K. Barrenscheen u. K. Braun, ebenda 231, 144, 1931; 232, 165. 


1931. 
4 F. Zuckerkandl, diese Zeitschr. 289, 172, 1931; H. K. Barrenscheen 
u. W. Filz, ebenda 240, 409, 1931. 
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daB Glucose Wasser abspaltet und dabei in zwei Dreikohlenstoffreste zerfallt, 
wihrend die Jmingruppen in die entsprechenden Oxyaminogruppen iiber- 


ehen. 
0 0 
oo C—H 4H,N—C 
CHOH HN=C—  C—OH OH 
CH OH CH, 
T —> 
CHOH 7) 
| C—H - 
CHO H HN=C H, N- c— 
C—OH | 
CH, OH OH 
CH, 


Es war nun von Interesse festzustellen, wie weit die Parallelitat 
zwischen der V irksamkeit von Co-Zymase und Imingruppen enthaltenden 
Substanzen gehe. Bei Reaktionen, in denen Co-Zymase oder ahnliche 
(‘o-Fermente eingreifen, miBten auch Imingruppen aktivieren. Um- 
gekehrt, wo keine Co-Zymase auftritt, miiBte die Wirkung der Imin- 
gruppen fehlen. 

Was zunichst co-zymasefreie Fermentwirkungen der Hefe betrifft 
so haben wir das Invertin, die Carboxrylase und die Umwandlung von 
Apfelsiure in Fumarsiure durch Hefe in Betracht gezogen. 

Beim Hefe-invertin ist die Sachlage bereits bekannt. Es wird weder 
durch Fluorid noch durch Jodessigsiure gehemmt!.  p-Phenylendiamin 
und Anilin aktivieren nicht nur nicht, sondern hemmen sogar die Invertin- 
wirkung?®. 

Fluorid® ist auch auf die Carboxrylase wirkungslos, Jodessigsiiure 
hemmt sechwach, was wohl durch die vergiftende Wirkung auf die Voll- 
zymase verursacht ist. Phenylendiamin und Tyrosin wirken nicht akti- 
vierend. Siehe Tabelle I. 


4 


Von besonderem Interesse schienen uns die Verhiltnisse bei der 
Umwandlung von Apfelsiure in Fumarsiiure, da es ja auch bei dieser 
Reaktion zu einer Wasserabspaltung kommt?: 
HOOC—CH,—CHOH —COOH @ HOOC—CH = CH-— COOH + H, 0. 

Ein Co-Ferment fiir diese Reaktion ist nicht bekannt. Jodessig- 
siure und Fluorid sind wirkungslos. Imingruppen aktivieren nicht. 
Ebenso verhalt es sich bei dem umgekehrten Vorgang, der Umwandlung 
von Fumarséure in Apjfelsdéure durch Hefe. Siehe Tabellen II bis V. 


! Einar Lundsgaard, diese Zeitschr. 220, 1, 1930. 

2 Euler u. Svanberg, Fermentforsch. 4, 29, 1920; Euler u. M yrbdck, 
Zeitschr. f. phys. Chem. 125, 297, 1923. 

3 C. Neuberg u. N. Iwanoff, diese Zeitschr. 67, 1, 1914. 

4 J. Yamasaki, ebenda 228, 123, 1930. 

5 Kurt P. Jacobsohn, ebenda 234, 40), 1931. 
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Tabelle I. 


Versuch mit Carboxylase. 





‘ C Og-Menge in ccm nach 
Versuchsanordnung — 


-2Std. 6 Std. 18 Std. 
0,2 g Brenztraubensiure | 
0,04 g Nak zu 10 cem 0.5 1,2 3,5 
0.2 g Hefe 
0,2 g Brenztraubensaure | 
0,04 g NaF ‘ PY 
02 g Hefe | zu 10cem 0,5 1,14 3,3 
0,1 g Tyrosin 
0,2 g Brenztraubensaure | 
- - ated | zu 10 ecm 0,5 1,14 3,3 
0,1 g Tyrosin 
0,2 g Brenztraubensaure | 
0,04 g NaF , or 
0:2 : Hefe i 10 cem 0,52 1,3 3,5 
0,1. g p-Phenylendiamin 
0,2 g Brenztraubensaure | 
0,004 g Jodessigsiure zu 10 cem 0,51 0,7 2,4 
02 g Hefe 
0,2 g Brenztraubensiure | 
02 6 a | zu 10cem 0,5 0,65 2,4 
0,1. g Tyrosin 
0,2 g Brenztraubensaure 
0,004 g Jodessigsiure po eae 0.48 0.6 23 


0,2 g¢ Hefe | 
0,1. g p-Phenylendiamin } 


Alle Ansaéitze wurden genau mit Natriumcarbonat neutralisiert. 


Tabelle II. 


Umwandlung von Apfelsiure in Gegenwart von Jodessigsaure. 





Drehung nach 
Versuchsanordnung - a 


6 Std. 50 Std. 
Kontrolle : 

0,5 g Apfelsdiure zu 50 eem — 4,5° — 4,5° 
0,5 Apfelsa - - r 
_ J = zu 50cem — 3,55 — 3,5 
0,5 g Apfelsiure 
5g Hefe zu 50ccem — 3,55 — 3,7 
0,01 g Jodessigsaure 


Samtliche Versuche wurden beim Ansatz genau mit KOH neutralisiert. 
Die Apfelsiure wurde in physiologischer NaCl-Lésung gelést und zu jedem 
Ansatz 1 cem Toluol zugesetzt. Nach Zusatz von Uranylacetat wurde die 
Apfelséure polarimetrisch bestimmt. 
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Tabelle III. 


Umwandlung der Apfelsiure in Gegenwart von Fluorid. 


333 





Drehung nach 


Versuchsanordnung — 





20 Std 


Kontrolle: 
O5 g Apfelsdure zu 50 cem — 4,5° 
0,5 g Apfelsaure 7 —_ 39OF 
5 g Hefe zu 50cem 3,25 
0,5 g Apfelsiure | 
5 g Hefe zu 50 cem — 3,25 
0,05 g NaF 


Tabelle IV. 
diamin und Tyrosin. 


48 Std. 


— 4,5° 


3,23 


— 32 





Umwandlung der Apfelsiure in Gegenwart von p-Phenylen- 





Versuchsanordnung 


23 Std 
Kontrolle: 

05 g Apfelsdwre zu 50 ccem — 4,5° 
0,5 g Apfelsiure | . , — 38 
5S ole ; zu 50 ccm 3,! 
0.5 g Apfelsiure | 
5 g Hefe zu 59¢em — 3,85 
0,03 2 Jodessigsaure 
0,5 g Apfelsiure | 
5 g Hefe zu 50cem 3,85 
0,1 g p-Phenylendiamin HCl 
0,5 g Apfelsiure | 
5 g Hefe zu 50eem —4 


0,08 ¢ Tyrosin 


Tabelle V. 


Drehung nach 


Umwandlung von Fumarsaure. 


44 Std. 





Versuchsanordnung 


22 Std 
Kontrolle: 

05 g Fumarsdure zu 50 cem “” 
0, ‘umarsaure “ a 
0,5 g Fum re | zu 50 eem — 2,7 
> g Hefe 
0.5 g Fumarsaure | 
5 g Hefe zu 50cem — 2,5 
0,01 g Jodessigsaure 
0,5 g¢ Fumarsiure | 
5 go Hefe zu 50 cem — 2,55 
0,1 g p-Phenylendiamin 
0.5 g Fumarsaure l 
5 g Hefe zu 50 cem — 2,6 


0,08 g Tyrosin 


Drehung nach 


48 Std. 


— 2,56 








S 
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Wir kénnen daher bisher feststellen: Dort, wo die Co-Zymasewirkung 
fehlt, fehlt auch die Hemmung der Garung durch Fluorid oder Jodessig- 
sdure; ebenso die Beschleunigung der Reaktion durch iminbildende Sub- 
stanzen. 

Das Eingreifen der Co-Zymase wurde nicht nur beim Zerfall der 
Glucose in zwei Dreikohlenstoffreste beobachtet. Auch fiir die Umwand- 
lung der Aldchyde durch Hefe wird ein Co-Ferment fiir notwendig 
erachtet. Am genauesten untersucht sind die Verhaltnisse beim Acet- 
aldehyd selbst. Als erster hat Neuberg nachgewiesen, daB durch die 
Einwirkung von Hefe auf Acetaldehyd Athylalkohol und Essigstiur: 
entstchen! (Canizzarosche Reaktion). 

Euler und seine Mitarbeiter? konnten dann nachweisen, da zur 
Verarbeitung des Acetaldehyds ein Co-Enzym notwendig sei, und sie 
stellten die Behauptung auf, daB das Co-Enzym der Aldehyddismutation, 
die Co-Mutase, mit der Co-Zymase identisch sei. Der Zerfall der Sechs- 
kohlenstoffkérper in zwei Dreikohlenstoffprodukte und die Oxydo- 
reduktion des Aldehyds sollten durch dasselbe Co-Enzym aktiviert 
werden. 

Kompliziert wurden die Verhaltnisse nun dadurch, da unter gewissen 
Versuchsbedingungen Hefe auf Acetaldehyd nicht dismutierend, sondern 
ausschlieBlich reduzierend einwirkt. Euler® sah sich daher genétigt, zur 
Erklarung der Reduktion eine Aldehydredoxase anzunehmen, und da die 
Reduktion bei co-enzymfreier Trockenhefe ausblieb, wies dies auf das 
Vorhandensein einer Co-Redoxuse hin‘. Auf diese war Euler bei seinen 
Untersuchungen schon friiher gestoBen. Er fand naémlich, da8 zur Reduktion 
von Methylenblau durch ausgewaschene Trockenhefe zwei Faktoren 
unbedingt notwendig seien: ein Co-Enzym und He.xosediphosphor- 
sdure®. Auf vielfaltigen Wegen wies Euler die Identitat der Co-Redoxase 
mit der Co-Zymase nach‘. Unerklart blieb, wieso ein und dasselbe Co- 
Enzym drei so verschiedene enzymatische Funktionen, wie den Zerfall 
der, Sechskohlenstoffzucker in zwei Dreikohlenstoffkérper, die Dismutation 
von Acetaldehyd und schlieBlich die Reduktion des Aldehyds bzw. des 
Methylenblaus aktivieren sollte. 

Wir haben zundchst die Einwirkung von Iminogruppen auf di 
Umwandlung von Acetaldehud durch fluorid- und jodessigsdurevergiftet: 
Hefe untersucht. 

Was die Hemmung der Hefewirkung durch Natriumfluorid oder 
Jodessigsiure betrifft, so konnten vorerst insbesondere bei Natriwm- 


1 C. Neuberg u. J. Kerb, diese Zeitschr. 58, 158, 1913. 

2 H.v. Euler u. Nilsson, Svensk. kem. Tidskr. 38, Nr. il, 1926; H. v. 
Euler u. Myrbdck, Zeitschr. f. phys. Chem. 165, 28, 1927; H.v. Euler u. 
Nilsson, Biochem. J. 25, 2168, 1931. 

3 Nilsson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. kemi A, 10, Nr. 7, 1930. 

* H.v. Euler u. Nilsson, Zeitschr. f. phys. Chem. 162, 72, 264, 1926; 
H.v. Euler, Nilsson u. Jansson, ebenda 163, 202, 1927. 

5 H.v. Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. kemi 9, Nr. 38, 1927. 
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fluorid keine eindeutigen Resultate erzielt werden. Die Hemmung war 
oft vollstandig, manchmal blieb sie mehr oder weniger aus. Die Ursache 
war in dem wechselnden Phosphatgehalt der frischen Hefe zu suchen. 
In Ubereinstimmung mit Nilsson', der seine Versuche mit Trockenhefe 
ausfiihrte, fanden wir bei frischer Hefe, daB Phosphat die Hemmung 
durch Natriumjluorid vollkommen aufhebt. Bei Jodessigsiure ist diese 
Erscheinung viel schwacher, da durch dieselbe offenbar auch die Zymase 
bzw. die Phosphatase geschadigt wird. 


Wurde aber die frische Hefe nach dem Wielandschen Verfahren? 
stundenlang mit Sauerstoff durchliiftet, so zeigte die so gewonnene 
.,verarmte Hefe ein vollkommen konstantes Verhalten; in 100°, der 
Faille wurde die Umwandlung des Acetaldehyds dureh Natriumfluorid 
und Jodessigsiure vollkommen gehemmt. Diese Hemmung wurde 
durch Zusatz von Phosphatpuffer bei Fluorid véllig, bei Jodessigsiure 
teilweise aufgehoben. Siehe Tabelle VI. 


Tabelle VI. 


Aufhebung der Garungshemmung durch Phosphatzusatz bei Acetaldehyd- 
garung. 





Versuchsanordnung Nach 48 Stunden vorhandene Aldehydmenge 


In ng 
Kontrolle: 
lecm Aldehydlisung | zu decom a . se 
= Phosphatpufjer | (Pr 7,5) 26,14 15,1 1/56 
leem Aldehydlésung eee on _ 
0,05 g. Hefe j zu 10 cem 16,25 4.73 
1 com Aldehydlosung | 
0,05 ¢ Hefe zu 10cem 11,66 2,29 
4cem Pufferlésung 


leem Aldehydlésnng | 
0,05 g Hefe zu 10 cem 25.1 14.93 21,1 
0,002 g Jodessigsiiure 


leem Aldehydlosung 


0,05 g Hefe | = 7 ms ~ 
0,002 g Jodessigsiure | au 10 com 17,0 ‘me we 
4ccem Puffer 

lecem Aldehydlésung | 

0,05 ¢ Hefe zu 10 cem 25,2 16 21,4 
001g NaF | 

1 cem Aldehydlésung | 

0,05 ¢ Hefe zu 10 eem 14,74 5,19 14.9 


0,01g NaF | 


4ecm Puffer 


~ 


Nilsson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. kemi A, 10, Nr. 7, 1930. 
2 H. Wieland u. O. B. Claren, A. 492, 183, 1931. 
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Wir stellten ferner fest, daB gewisse Konzentrationen von Phosphat 
auch die Hemmung der Glucosegérung durch Fluorid aufhebt. Hierbei 
konnten manchmal minimale Spuren von Brenztraubensdure nach- 
gewiesen werden. Siehe Tabelle VII. 


Tabelle VII. 


Aufhebung der Gérungshemmung durch Phosphatzusatz bei Glucosegérung. 





Versuchsanordnung Drehung nach 24 Std. 


Kontrolle 4 
0,2 gq Glucose zu 20 cem + 0,5° + 0,5° 
0,2 g Glucose 
0.04 g¢ NaF z 
0,12 Hefe 


4 20 ecm + 0,5° + 0,5° 
& 
0,2 g Glucose 
g 
£ 


= 
= 


0.04 g NaF 
0,12 Hefe 


| zu 20 cem +- 0,12° 0 
8cem  Pufferlésung | 


0,2 g Glucose | 
0,004 g Jodessigsiure 
0,12 g¢ Hefe | 


0,2 g Glucose 

0,004 g Jodessigsaiure | 
0,12 g Hefe | 
8cem Puffer 


zu 20 cem + 0,5° + 0,5° 


zu 20 cem + 0,25° + 0,2° 


Nachdem die Hemmung der Aldehydgirung durch Fluorid und 
Jodessigsiure bei Abwesenheit von Phosphat eindeutig nachgewiesen 
war, untersuchten wir die aktivierende Wirkung Iminogruppen bildender 
Substanzen. Hierbei schieden die Versuche mit p-Phenylendiamin 
und Anilin von vornherein aus, da genannte Substanzen mit Aldehyd 
allein reagieren. Hingegen sind Tyrosin und andere in der Folge ver- 
wendete Substanzen bei den angewandten Konzentrationen ohne Ein- 
wirkung auf Acetaldehyd. 

Die aktivierende Wirkung von Aminothiotriazol auf den Zerfall 
der Glucose ist schon von unserer letzten Arbeit bekannt. Nachzutragen 
ist hier die Wirkung ahnlich yebauter Substanzen aus der Triazolreihe, 
welche die Gruppierung 


enthalten. Besonders hervorzuheben ist, dab, wie zu erwarten war, 
die Besetzung einer seitenstindigen Aminogruppe durch den Benzalrest 
die aktivierende Wirkung vollkommen aufhebt, da hierdurch die Még- 
lichkeit einer Tautomerie und infolgedessen der Bildung von Jmino- 
gruppen ausgeschlossen war. Siehe Tabelle VIII. 





Au 


0,23 
0.5 
01 
0,2! 
0,05 


—SS> 
Oo or 
4 


oe 


> S 
or] 


=) 
_ 


(0,2: 


t 
+’ 


= 
= 
. _> 


nn 


PF 222222222 
to Or > iy oF Stor or 


S 








hat 
bei 
ch- 


ng. 


ind 
sen 
der 
nin 
iyd 
rer- 
sin- 


fall 
yen 
ihe, 


yar, 
rest 
Og- 


no- 


Umwandlung von Acetaldehyd durch Hefe. II. 


Tabelle VIII. 


Aufhebung der Garungshemmung durch die Gruppierung NH —C 
bei Glucosegérung. | | 


337 


=NH 





Drehung nac 
Versuchsanordnung 


20 Std. 50 

Kontrolle: 

O05 g Glucose 
Vl 9 NaF zu dldcem + 0,5" +/ 


0,259 Hefe 
0,5 g Glucose 
01 g NaF 
0,25 ¢ Hefe 
0,02 ¢ 3-p-Toluidino-5-amino-1, 2, 4-triazol * 
0,5 g Glucose 
0.1 g NaF zu e 
0,25 ¢ Hefe | 50 ecm + 0,1 
0,02 g 3-o-Toluidino-5-amino-1, 2, 4-triazol-H C] ** 

0.5 g Glucose 

01 g NaF | 
0,25 g¢ Hefe | 
0,02 g 3, 5-Diamino-4-thio-1, 2-diazol-H Cl*** 
0.5 g Glucose 


zu 50 cem 0 


Hefe | zu 50 cem 0 


5g 

2 e 3, 5-Diamino-4-thio-1, 2-diazol 7 
g Glucose 
NaF zu 0 

: Hefe | 50 cem + 05 +! 

3-p-Toluidino-5-aminobenzal-1, 2, 4-triazol }7 

Glucose 

NaF | 


SESE SE 
oO 


bp 


bo 


zu 50 cem + 0,1° 


RRB 


Hefe | 
g 3-Amino-4-phenyl-5-thiotriazol t+ 


ofsosescsssoes: 


h 


Std. 


5° 


) 950 


zu 50 ecm +0,25° + 0,25 


).35° 


phe salzsauren Salze wurden genau mit Sodalésung neutralisiert. 
g £ 


HN—_C—NHC,H,CH; 


H.NCy JN E. Fromm u. Briick, A. 487, 106, 1924. 
N 
HN—CNHC,H,CHg 
sg CIH .H,NCy /N E. Fromm u. Runkel, A. 487, 106, 1924. 
N 
S—CNH, 
— HyNCY ‘in E. Fromm, A. 426, 313, 1921. 
N 
S—CNH, 
a saa ; 9 
y CLH.H,N¢ 5 N Derselbe, A. 426, 313, 1921. 
HN CNHC,H,CH, 
++ C,H; HC= E. Fromm u. Briick, A. 487, 106, 1924. 


KN 
H,C, N—.CNH, 
44+ oHsch UN E. Fromm u. Jokl, Monatsh. f. Chem. 44, 297, 1924. 


N 
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Es zeigt sich nun, daB solche Substanzen und Tyrosin bei der Acet- 
aldehydgérung wirkungslos sind, daher die hemmende Wirkung von 
Fluorid und Jodessigsiure nicht aufheben. Siehe Tabelle IX. 


Tabelle IX. 


Kinwirkung Iminogruppen enthaltender Substanzen auf die Géarungs- 
hemmung von Acetaldehyd. 





Nach 48 Std vyorhandene 


Versuchsanordnung Aldehydmenge in mg 


leem Aldehydlésung 





0,01 ¢ NaF zu 10 ccm 23,76 32,78 
0.05 ¢ Hefe 
leem Aldehydlésung 
0,01 g NaF re ar ons 
0.05 g Hefe | zu 10 ccm 23,0 30,56 
0,05 g Tyrosin 
leem Aldehydlésung | 
0,092 g Jodessigsaure zu 10 c¢em 15,1 16,0 
0,05 g Hefe 
leem Aldehydlésung 
0,002 g Jodessigsiure ; x . 
0.05 g¢ Hefe | zu 10 ¢em 16.1 15.9 
0.05 g Tyrosin 
Leem Aldehydlosung | 
0,0lg Nak zu 10 ecm 26.29 
O.1g Hefe 
leem Aldehydliésung 
0,01 g Nak _ 949 
0,025 g Aminothiotriazol - sv oom aa 
Ol g Hefe 
lcem Aldehydlésung | 
0,02 ¢ NaF zu 10 cem 23,87 
0,1 g Hefe 
1eem Aldehydlésung 
0,02 g¢ NaF | 
0.1 g Hefe zu 10cem 21.36 
0,02 g 8-0-Toluidine-5-amino, 1,2, 4-triazol- | 
chlerbydrat 
leem Aldehydlésung 
0,02 g Nak > zu 10 cem 21,5 


0,1 g Hefe | 
0,02 g 3, 5-Diamino-4-thio-1, 2-diazol. HCl 


Die salzsauren Salze wurden genau mit Na,(O,-Lésung neutralisiert. 


Wahrend also bei Glucosegérung die hemmende Wirkung von Fluorid 
einer aktivierenden Wirkung der Iminogruppen entspricht, so sind bei 
Acetaldeh yd diese Gruppen trotz hemmender Wirkung von Fluorid wirkungs- 
los. Erst bei Phosphatzusatz tritt ein Verschwinden von Acetaldehyd 
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ein. Dieser Befund steht in scheinbarem Widerspruch hierzu, dab 
Iminogruppen eine co-zymaseaihnliche Wirksamkeit entfalten. Die 
Lésung dieses Widerspruchs konnte auf folgende Weise erbracht werden. 

Wird zunachst bei den Versuchen der Tabelle VI Glucose zugesetzt, 
so verschwindet bei Gegenwart von Phosphat auBer dem Acetaldehyd 
auch die Glucose. Siehe Tabelle X. 


Tabelle X. 


Aufhebung der Garungshemmung durch Phosphatzusatz bei Vergirung von 
Acetaldehyd und Glucose. 





Nach 48 Stunden vorhandene 


Versuchsanordnung Aldehydmenge in mg 


Kontrolle: 
Teem Aldehydlisung 
001g NaF zu 10 ccm 17,6 15,58 
0,05 q Hefe 
leem Aldebydlosung 
001g Nak | 
0,05 ¢ Hefe | 
0,25 g Glucose 


10 eem 16,7 15,0 


N 


leem Aldehydlésung 

001g NaF 

0,05 g Hefe zu 10 ccm 14.0 
0,25 g Glucose 

0.5 cem Puftferlésung 


leem Aldehydlésung 

0,01 ¢ NaF | 

0,05 g Hefe zu 10 cem 2, 
0,25 ¢ Glucose 

4ccem Pufferlisung 


3,39 


Kontrolle: 
leem Aldehydlisung 
0,002 q Jodessigsiure > zu 10 ccm 17,44 6,82 
0,05 gq Hefe | 
leem Aldehydlésung 
0,002 g Jodessigsiure 
0.05 g Hefe 
0.25 g Glucose 





to 


zu 10 cem 16,34 6, 


leem Aldehydlésung 
0,002 g Jodessigsaure 
0,05 g Hefe 

0,25 g Glucose 
0,5cem Puffer 





zu 10 ccm 15,2 


0,002 g Jodessigsiure 
0,05 g¢ Hefe 

0.25 g Glucose 
4ccem Putferlosung 


zu 10 ccm 8,84 1,54 


leem Aldehydlésung | 
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. ° . ’ \cet 
Dasselbe Resultat erhielten wir, wenn wir den Versuchen der — 
. r . . o . - zwel 
Tabelle 1X bei Gegenwart von Iminokérpern Glucose hinzufiigten. 
Siehe Tabelle XI. 
Tabelle XJ. 
Aufhebung der Gaérungshemmung durch Iminzusatz bei Vergiirung von 
Acetaldehyd und Glucose. 
Nach 48 Std. . . 
are vorhandene Glucose- 
Versuchsanordnung Aldehydmenge bnahme 
mg Oo 
Kontrolle : 
lecm Aldehydlisung zu 25 ccm 10.8 
0,25 ¢ Glucose 
005g NaF zu 25ceem 0 phos 
0,12 ¢ Hefe mit 
. sbur 
0,25 g Glucose . 
oteadlb nage a kein 
0,05 g¢ Nak ” 5 
> an zu 25ecm 50 saur 
0,05 ¢ Tyrosin 
0,12 9 Hefe 
E von 
leem Aldehydlésung 
0,05 ¢ NaF dab 
0.25 ¢ Glucose zu 25cem 5,1 60 Acet 
0.5 g Tyrosin baw 
012 ¢ Hefe 
Da die Iminogruppen allein die Hemmung der Aldehydgirung 
nicht aufheben, so ist durch diese Versuche der Beweis erbracht, daB 
das, Verschwinden des Acetaldehyds an den durch die Iminogruppen 
bewirkten Zerfall der Glucose gekoppelt ist, und daB diese Zerfalls- 
produkte der Glucose es sind, welche die Umwandlung von Acetaldehyd 
bewirken!. Dort, wo keine Glucose zugesetzt wird, erfolgt die Acet- 
aldehydvergirung offenbar durch den Zerfall des in der Hefe vor- 
handenen Glykogens. 
Schon Euler und Nilsson? haben bei den Versuchen mit Trockenhefe 
festgestellt, daB iiberall dort. wo es sich um eine Reduktion des Acet- 
aldehyds, also um die Wirkung einer Redoxase handelt, diese Reaktion ; 
mit der Umwandlung des in der Hefe vorhandenen Glykogens oder zugesetzten nIsse 
Hexosediphosphats gekoppelt ist. Euler stellte ein Schema auf, demzufolge aucl 
phos] geKop} 
ve 
Red 
1 Wie uns Prof. Barrenscheen mitteilt, kommt er bei Versuchen mit diph 
Muskelextrakt iiber Acetaldehydumwandlung zu _ denselben SchluB- ohne 
folgerungen. , 
£ £ Zerf 


2 H.v. Euler u. Nilsson, Skand. Arch. f. Physiol. 59, 201, 1930. 
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her Acetaldehyd durch Glucose direkt reduziert wiirde und letztere dabei in 
zwei Dreikohlenstoffreste zerfalle. 
en. 
O 0 
C—H C—H 
| | 
yon HCOH HCOH 
| Hy | 
HCOH ‘RE Se HCOH 
HCOH 07 - . « + HOH,C—CH;, 
| HC—O 
HCOH | 
| HCOH 
H,COH 
H,COH 

Als eines der Spaltprodukte der Glucose hat Nilsson die Mono- 
phosphorglycerinsdure isoliert. Wir konnten bei unseren Versuchen 
mit frischer Hefe auch ein Oxydationsprodukt, nimlich Brenztrauben- 
séiure, in reichlicher Menge isolieren. Selbstverstandlich kénnen hier 
keine stéchiometrischen Verhaltnisse vorliegen, da ja die Brenztrauben- 
siure selbst zum Teil weitervergoren wird. 

In der Deutung der Acetaldehydumwandlung miissen wir jedoch 
von dem Kulerschen Schema abweichen. Wir nehmen vielmehr an, 
daB erst die Abbauprodukte der Glucose, etwa Methylglyoxal, auf den 
Acetaldehyd reduzierend einwirken und hierbei zu Brenztraubensiure 
baw. Glycerinphosphorsiure oxydiert werden. 

HM CH, 
ing c=0 Cc=—0 LH 
las CHOH C—(H == HO)—C—CH, CH, 

en 
lIs- CHOH —~ O OH > 2C—0 + CH,OHCH, 

x | CH, 
vd CHOH COOH \ 
et- c=—0 
ie CHOH | + H 

C—(H = HO)—C—C H, 

CH, OH 

, 7) 0 
ete H 
et- » — . ‘ > 
wel Die Griinde zu dieser Annahme sind aus unseren Versuchsergeb- 
ten nissen zu ersehen: Die Einwirkung von Glucose auf Acetaldehyd findet 
ge auch in Abwesenheit von Phosphat statt. Es kann sich also nicht um 

teduktion des Acetaldehyds durch intermediir gebildetes Hexose- 
mit diphosphat handeln. Andererseits ist Glucose selbst auf Acetaldehyd 
uB- 


ohne Einwirkung. Erst wenn sie durch Zusatz von Imingruppen zum 
Zerfall gebracht wird, tritt die Umwandlung des Acetaldehyds cin. 
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Aus den Versuchen ergibt sich auch, daB die Annahme einer ge 
sonderten Co-Redoxase nicht notwendig ist, sie ist vielmehr mit de: 
Co-Zymase identisch, wirkt allerdings auf die Aldehydvergirung nich/ 
direkt ein, sondern erst durch Aktivierung des Zuckerzerfalls. Dasselb: 
gilt fiir die Methylenblaureduktion durch Hexosediphosphat, die ebenfal| 
erst durch dessen Spaltprodukte bewirkt wird. 

Ob die reine Dismutation des Acetaldehyds gleichfalls an d 
Zerfall von Zucker gekoppelt ist, wird durch unsere Versuche nicht en 
schieden. ' 

Methodisches. 

1. Als Hefe wurde PreBhefe der Firmen Fischl oder Mauthner in W 
verwendet. 

2. Acetaldeh ydbestimmung. Der Acetaldehyd wurde jeweils tb 
Calciumearbonat destilliert und die Bestimmung in der Apparatur vo 
Friedemann, Cotonio und Shaffer! fiir Milchséurebestimmungen ausgefiiht 
Die Versuche wurden gut verschlossen 2 Tage lang bei Zimmertemperatt 
stehengelassen. Die Kontrollversuche von Aldehydlésung und Puffer allein 
wurden gleichzeitig angesetzt. 

Es ist darauf zu achten, daB die Aldehydkonzentration, insbesonder: 
bei Versuchen mit Fluoridzusatz, nicht zu hoch gegriffen wird. Tabelle X11 
zeigt, da bei zu hoher Konzentration der Acetaldehyd selbst auf die Het: 
vergiftend einwirkt. 

Tabelle XII. 


Hemmung der Hefewirkung durch Acetaldehyd. 





Nach 48 Stunden G : 
: vorhandene ilucose- 
Versuchsanordnung Aldehydmenge abnahme 


ng %lo 


Kontrolle: 
I1cecm Aldehydlisung \ 


. zu 20ccem 15,58 
Seem Pufferlisung 


| 
leem Aldehydlésung 
0,02 ¢ NaF | 
8ccem Puffer zu 20 ccm 3,39 100 
0,25 g¢ Glucose | 
| ‘ 


91 g Hefe 

2ccem Aldehydlésung 
0,02 g NaF 

8cem Puffer 

0.25 ¢ Glucose 

0.1 g Hefe 


i 
1 20 cem 29,04 0 


3. Pufferiésung. Als Pufferlbsung wurde m/15 Phosphatpuffer nach 
Sérensen verwendet. px = 7 bis 7,5. 

4. Brenztraubensdurebestimmung. Zur Bestimmung der Brenztrauben- 
siure wurde die filtrierte klare Lésung durch Durchleiten von Luft bei 40° 


1 J. of biol. Chem. 73, 335, 1927. 
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vom Acetaldehyd befreit und hierauf mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin- 
reagens versetzt. Der Niederschlag wurde in Soda gelést, durch Salzsiéure 
vefallt und hierauf zur Wagung gebracht. Schmelzpunkt (nach Umkristalli- 
sieren aus Essigester): 216°. 
5. Die in den Tabellen enthaltenen Resultate sind auszugsweise wieder- 
‘egeben. 
Zusammenfassung. 


1. Die reduktive Umwandlung von Acetaldehyd durch Hefe in 
lkohol ist stets an die Gegenwart von Glucose oder Glykogen gebunden. 

2. Die Glucose wirkt auf den Acetaldehyd nicht als solche, sondern 
jt durch ihren Zerfall in zwei Dreikohlenstoffkomplexe (Methyl- 
yoxal ?) ein. 

3. Vergiftet man die Hefe mit Natriumfluorid oder Jodessigséure, 

» unterbleibt die Bildung der Dreikohlenstoffkomplexe und damit 
ie Reduktion zugesetzten Aldehydes. 

Wird in diesem Falle jedoch die Bildung eines Dreikohlenstoff- 
komplexes durch Phosphatzusatz (anormale Phosphorylierung) oder 
aber durch Jmingruppen enthaltende Kérper (Wasserabspaltung 
baw. -anlagerung) erméglicht, so kann der Zerfall der Glucose und somit 
auch die Aldehydgirung wieder in ahnlicher Weise vor sich gehen. 

4. Diese Dreikohlenstoffkomplexe gehen teilweise auf oxydativem 
Wege in Brenztraubensdure tiber. 

5. Fermentative Vorginge, die durch Natriumfluorid oder Jod- 
essigsiure nicht gehemmt werden, wie die Jnvertase-, die Carboxrylase- 
wirkung und die Umwandlung von A pfelsdéure in Fumarséure und um- 
gekehrt, werden durch Imingruppen in keiner Weise beeinfluSt. 
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Zur chemischen Charakterisierung des Stryphnons 
(Methylamino-aceto-brenzeatechin). 


Von 
H. K. Barrenscheen und Wilhelm Filz. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 20. September 1932.) 


Das Bestreben, fiir das ebenso intensiv wie fliichtig wirkend 
Adrenalin Stoffe zu finden, welche bei gleicher pharmakologische: 
Wirkungsbreite frei sind von den unangenehmen Nebenerscheinungen 
des Adrenalins und deren Wirkung sich auf lingere Zeit erstreckt, 
hat unmittelbar nach der Entdeckung der Konstitution des Adrenalins 
eingesetzt. Bereits 1905 ist von Hans Horst Meyer und Léwi' auf dic 
giinstigen pharmakologischen Eigenschaften des im Gange der Stolzschen?* 
Synthese erhaltenen, dem Adrenalin entsprechenden Ketons_hin- 
gewiesen worden. Die nahe Beziehung der beiden Kérper geht aus 
nachstehenden Formelbildern hervor: 


COH COH 
HC SCOH HO? SCOH 
HC. (CH HC CH 
Cc Cc 
HC—CH,NHCH, C—CH,NHCH,. HCI 
OH 
0 
Adrenalin. Stryphnon. 


Unter dem Namen Stryphnon hat dann das Chlorhydrat des Meth y/- 
amino-aceto-brenzcatechins Eingang in die Therapie gefunden und hat sich 
gegeniiber dem Adrenalin namentlich in der Chirurgie bei Blut- 
stillung usw. einen dauernden Platz im Arzneimittelschatz erworben. 
Gegeniiber nahe an 50 pharmakologischen und klinischen Publikationen, 
die bis zum Jahre 1930 vorliegen, ist nun in der Literatur iiber dic 
chemischen Eigenschaften dieses Kérpers nichts zu finden. Diese Liick« 
auszufiillen, ist der Zweck vorliegender Mitteilung. 


' Arch. f. erxp. Pathol. u. Pharm. 53, 213, 1905. 
* Ber. 37, 4149, 1904. 
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I. Chemische und physikalische Eigenschaften. 


Das unter dem Namen Stryphnon von der chemischen Fabrik Chemosan- 
Union in Handel gebrachte Chlorhydrat des Methylaminoacetobrenz- 
catechins stellt ein farbloses und geruchloses kristallisiertes Pulver dar. 
Die Kristalle des Chlorhydrats gehéren dem rhombischen System an. 
Das Chlorhydrat lést sich spielend in Wasser, in Alkohol ist es schwer 
léslich, in organischen Solventien (Ather, Chloroform) ist es génzlich un- 
léslich. Die wasserige Lésung reagiert deutlich sauer. Das py einer 1° igen 
wasserigen Lésung liegt, kolorimetrisch bestimmt, zwischen 4.5 und_ 5. 
Bereits durch Zusatz von Natriumacetat kann die Base aus ihrer Lésung 
gefallt werden und ist dann nur durch Zusatz relativ grober Mengen von 
Kisessig wieder in Lésung zu bringen. Die Abhangigkeit der Léslichkeit 
vom px zeigt Tabelle 1. 


Tabelle I. 








Gefillte Base Gefillte Base 

Pu of, PH ‘ 

5 0 6,8 33,33 
53 0,5 7 40,0 

5,6 0,99 7,2 73,15 
5,9 4,74 7,4 81,01 
6,2 4,74 7,7 86,75 
6,5 10,71 5 88,64 


Der Versuch wurde derart ausgefiihrt, daB jeweils 1 cem einer genau 
1° igen Lésung von Stryphnon mit lecem m/15 Phosphatpuffer nach 
Sérensen versetzt wurde. Nach halbstiindigem Stehen wurde von der aus- 
gefaillten Base abzentrifugiert und in der iiberstehenden Lésung der Gehalt 
an Stryphnon kolorimetrisch ermittelt. Beziiglich der kolorimetrischen 
Bestimmung siehe weiter unten. Wie die Tabelle I zeigt, wird aus der 
1° igen Lésung bei einem pq von 5,0 bereits 5°, der Base gefallt, bei 
pu 7 sind 40°, gefallt und bei einem py von 8 rund 89°... 


Durch Ammoniak, Natriumbicarbonat, Natriumcarbonat und fixe 
Alkalien wird die Base gleichfalls ausgefallt. Die Fallung ist jedoch 
auch bei Verwendung starker Alkalien keine absolut quantitative. 
Analog wie Adrenalin und Brenzcatechin zeigt auch die Stryphnon- 
lésung bei Zusatz von Alkalien rasche Zersetzung, die sich durch eine 
Braunfarbung und schlieBlich durch Ausfillen eines melaninartigen 
Niederschlages zu erkennen gibt. 


Die Unléslichkeit des Stryphnons in organischen Lésungsmitteln, in 
Ather und Chloroform, erméglicht auch eine Trennung von den mit diesen 
Lésungsmitteln extrahierbaren Alkaloiden. Speziell die Belladonna- 
alkaloide, die neben Stryphnon therapeutisch in Suppositorien Verwendung 
finden, lassen sich auf diese Weise leicht abtrennen, indem man die salz- 
saure Lésung beider mit Bicarbonat eben alkalisch macht, von der aus- 
fallenden Stryphnonbase filtriert und die bicarbonatalkalische Lésung mit 
Chloroform ausschiittelt. Es geht bei diesem Vorgang kein Stryphnon in 
das Chloroform iiber. Nach Trocknen tiber Natriumsulfat wird das Chloro- 
form abgedunstet und im Riickstand die Reaktion auf Atropin in der 


23* 
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iblichen Weise durchgefiihrt. In der bicarbonat-alkalischen Lésung laf 
sich nach Ausschiitteln der Belladonna-alkaloide das in Lésung geblieber 
Stryphnon durch seine Farbreaktion einwandfrei nachweisen. 

Der Schmelzpunkt des Chlorhydrats wird je nach der Schnelligkeit 
des Erhitzens zwischen 237 bis 243° gefunden. Schon unterhalb des 
Schmelzpunktes findet Braunung und Zersetzung statt. Die freie Bas: 
schmilzt scharf unter Gasentwicklung bei 215° (nicht korrigiert). 

Die Analyse des im Vakuum der Wasserstrahlpumpe bei 100) 
uber Phosphorpentoxyd getrockneten Stryphnons ergab auf die Theori 
einwandfrei stimmende Werte. C und H wurden mikroanalytisch nach 
A. Friedrich’ bestimmt. N wurde durch Mikro-Ajeldahl jodometrisch 
bestimmt. Eine direkte volumetrische Bestimmung des Chlorids ist 
weder nach der Methode von Volhard noch nach Mohr durchfiihrbar 
da die Brenzcatechinkomponente bei beiden Titrationen stért und dic 
Ablesung des Endpunktes der Titration unméglich macht. Am raschesten 
und elegantesten kommt man hier zum Ziel, wenn man die von Koranyi* 
fir eiweiBhaltigen Harn angegebene Technik einhalt, die im wesentlichen 
darauf beruht, daB die organische Substanz bei gleichzeitiger Gegenwart 
von Salpetersiure und Silbernitrat in der Hitze durch Kaliumper- 
manganat zerstért wird und der Uberschu8 von Kaliumpermanganat 
und Braunstein durch Zusatz von absolut chemisch reiner Glucose 
beseitigt wird. 

C H- Bestimmung. 
Einwage 5,252 mg 9,587mg CO, 2,688 mg H,O 
i 3,937 ,, 7,154 ,, CO, 1,984 ,, H,O 
berechnet fiir C,H, O,N .HC1: C = 49,63°, H = 5,51°, 
gefunden: & 49,79°,, H = 5,72° 
C = 49,539, H = 5,64° 


N- Bestimmung. 


Einwage 5,469 mg, Verbrauch 2.519 cem* n/100 HCl 


6,349 ., e 2,800 n/100 HC] 
berechnet fiir C,H,O,N .HCl: N = 6,37°, 
gefunden: N = 6,45°%, 

N 6,44° , 


Cl- Bestimmung. 


Einwage 90,26 mg, Verbrauch 4,129 cem* n/l0 AgNO, 


90,26 ,, se 4,222 ,, n/10 AgNO, 
berechnet fiir CyH,,0O,N .HCI: Cl = 16,32°,, 
gefunden: Cl = 16,22°, 

Cl = 16,58°, 


! Mikrochem. 10, 329, 1931. 

2 Zeitschr. f. klin. Med. 38. 

* Die dritte Dezimale erklart sich durch die Beriicksichtigung des 
Faktors. 
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Wie aus den analytischen Daten hervorgeht, ist das in den Handel 
vebrachte Stryphnon als chemisch rein anzusprechen. Beim Glihen 
in Platinschiffchen verbleibt kein Aschenriickstand. 


Il. Farbreaktionen und kolorimetrische Bestimmung. 

Als Brenzcatechinderivat gibt das Stryphnon saimtliche fiir Brenz- 
eatechin und auch Adrenalin charakteristische Reaktionen. Ammonia- 
kalische Silbernitratlisung wird bereits in der Kalte reduziert. Mit 
Eisenchlorid entsteht in saurer Lésung die bekannte Griinfarbung, 
die auf vorsichtigen Zusatz von Soda iiber Violett in Rot umschlagt. 
Bei Gegenwart der Belladonna-alkaloide ist allerdings die Eisenchlorid- 
reaktion in saurer Lésung nicht brauchbar, da die Griinfirbung durch 
eine intensive Braunfirbung, welche das Extractum  belladonnae! 
ergibt, iberlagert wird. Wohl aber la8t sich die Rotfarbung mit Eisen- 
chlorid in alkalischer Lésung auch bei Gegenwart des Extractum 
belladonnae zum Nachweis des Stryphnons benutzen. 


Ebenso wie Adrenalin gibt das Stryphnon eine intensive Blau- 
farbung mit dem Folinschen Phenolreagens? und laBt sich auf diese 
Weise auch noch in groBer Verdiinnung einwandfrei kolorimetrisch 
gegen eine Brenzcatechin-Standardlésung bestimmen. Wir haben 
vergleichsweise mit dieser Methodik Bestimmungen nicht nur des 
Stryphnons, sondern auch anderer homologer Acetobrenzcatechine, 
sowie des Adrenalins durchgefiihrt. 


Als Standard diente eine Lésung entsprechend | mg Brenzcatechin 
in leem n/10 HCl. Im Dunkeln gehalten ist die Lésung fiir einige 
Wochen unzersetzt haltbar. Zur Kolorimetrie wird der Standard zweck- 
maBig 100fach verdinnt, so daB die endliche Konzentration 0,1 mg Brenz- 
catechin auf 10:cem entspricht. Héhere Konzentrationen sind bei der 
enormen Intensitaét der Farbung zu widerraten. 


Tabelle Il. 


Standard 0,1 mg Brenzeatechin in 10cem. Standardeinstellung 2%). 





mg/10 cem ~~ af ae 

Aminoacetobrenzeatechin. HCl . . . 0,185 20,6 97,10 
Methylaminoacetobrenzcatechin . HC] 

ae a eee ee 0,198 20,3 98,52 

Athylaminoacetobrenzcatechin .HC]. | 0,204 20,6 97,10 

Adrenalin (freie Base) ..... . 0,166 20,2 99,02 


1 ph. A. VIII. 
2 Folin, Laboratory Manual of Biol. Chem. 1925, 8. 205 u. 295. 





348 H. K. Barrenscheen u. W. Filz: 


Untersucht man mittels dieser Folinschen Methode die homologen 
Aminoacetobrenzcatechine, so zeigt sich, wie aus vorstehender Tabelle 
hervorgeht, daB bei aquimolaren Lésungen die Farbintensitaten voll- 
kommen gleich sind, d. h. mit anderen Worten, die reduzierende Wirkung 
des Brenzcatechins wird durch die Seitenkette in keiner Weise be- 
einfluBt. 

Wie aus den Zahlen der Tabelle hervorgeht, stimmen die Ab- 
lesungen und die daraus errechneten Werte innerhalb der Fehlergrenze 
der kolorimetrischen Methode (—- 3°.) einwandfrei iiberein. 


III. Funktionelle Derivate. 

Die beschriebenen Farbreaktionen sind, wie betont, durchaus nicht 
fiir das Stryphnon charakteristisch, sondern werden in gleicher Weise 
von allen Brenzcatechinderivaten einschlieBlich des Adrenalins gegeben 
Um speziell das Stryphnon vom Adrenalin zu unterscheiden, haben wir 
uns bemiht, eine Reihe auch praktisch brauchbarer, von der Carbony!- 
gruppe herriihrender Derivate zu isolieren. Als funktionelle Derivate 
der Carbonylgruppe, welche einen Unterschied und eine eventuelle 
Trennung vom Adrenalin erméglichen, kommen hier die Semicarbazone. 
Thiosemicarbazone und H ydrazone in Frage. Versetzt man eine Lésung 
des Stryphnons mit einer mit Natriumacetat abgestumpften Lésung 
von Semicarbazidchlorhydrat, so entsteht nach kurzer Zeit, rascher 
beim Reiben mit dem Glasstab, ein in derben Prismen kristallisierendes 
Produkt, das jedoch nach der Analyse nicht das gesuchte Semicarbazon, 
sondern offenbar eine Additionsverbindung zwischen Semicarbazon 
und nicht umgesetztem Stryphnonchlorhydrat darstellt!. Da dieses 
Produkt sich durch Umkristallisieren nicht reinigen laBt -- unsere 
zahlreichen Analysen hatten stets wechselnde Ergebnisse --, da ferner 
das Produkt keinen eindeutigen, scharfen Schmelzpunkt zeigt -— die 
gefundenen Schmelzpunkte. richtiger Zersetzungspunkte, lagen zwischen 
205 bis 207° -— haben wir versucht, in der Darstellung des Thiosemi- 
carbazons nach Neuberg? eine brauchbare Reaktion zu finden. Auch 
hier wurde ein kristallisiertes Produkt erhalten, das zwischen 174 und 
175° unter Zersetzung schmilzt, das jedoch die gleichen analytisch 
unmoéglichen Eigenschaften wie das Semicarbazon zeigte. Giinstiger 
liegt das Verhaltnis bei der Darstellung der Hydrazone, von welchen das 
Phenylhydrazon, das Methylphenylhydrazon, das p-Nitro- und 2, 4-Di- 
nitrophenylhydrazon dargestellt wurden. Im folgenden soll nur auf die 
Phenylhydrazonderivate niher eingegangen werden. Versucht man in 


1 Analog verhalten sich auch die Semicarbazidverbindungen des 
Amino- und Athylaminoacetobrenzcatechins. 
2 Ber. 35, 2052, 1902. 
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der tiblichen Weise zu dem Hydrazon zu gelangen, indem man eine 
wasserige Losung des Stryphnons mit einer Lésung von Phenylhydrazin- 
chlorhydrat in Natriumacetat, entsprechend 1'/), Mol Phenylhydrazin- 
chlorhydrat auf 1 Mol Stryphnonbase, versetzt, so fallt nach kurzem 
Stehen, rascher bei Reiben mit einem Glasstab ein weiBer, in Pyramiden- 
formen kristallisierender Niederschlag aus, der nach dem Absitzen in 
Wasser, in verdiinnten Mineralsiuren, sowie in Alkohol ganzlich unléslich 
ist und sich nur in Eisessig lést. Nach dem Trocknen im Vakuum 
analysiert, ergibt die Substanz, die an der Luft und im Licht eine gelblich- 
braune Farbe annimnit, jedoch nicht die Analysenwerte fiir das gesuchte 
Hydrazon, vielmehr erhalt man bei der Stickstoff- und der kolori- 
metrischen Bestimmung des Brenzcatechins Daten, welche auf eine 
Additionsverbindung von 1 Mol des Hydrazons mit 1 Mol nicht um- 
gesetzten Stryphnons stimmen, entsprechend folgender Formulierung. 





OH OH 
C C 
HC COH ’ HC COH 
H¢ ye H H¢ y, H 
C C 
C—CH,NHCHg, C—CH,NHCH,.HCIl + 4 H,0O 
HOW j 
( ( 
, WA 
N—NHC<% CH 
CH CH 
N-Bestimmung. Mikro-Dumas. 
Einwage 8,597 mg. 0,767cem, 25°, 753 mm 
berechnet fiir (y,H.,;O,N,Cl: N = 9,99°, 
gefunden: N = 9,81% 
Kolorimetrische Bestimmung. 
Stgndard- mg der ; mg auf . 
Brenzeatechin Additions- os dex Brenzcatechin Gefunden 
meg verbindung Ablesungen berechnet 0 
‘ 0,239 20,4 0,098 04 98,04 
0,1 0,208 23.5 0.085 11 100.6 


Schmelzpunkt unter Zersetzung bei 216 bis 218°. 


Zu dem gesuchten Hydrazon gelangt man jedoch einwandfrei, 


wenn man entweder die freie Base mit freiem Phenylhydrazin und Essig- 
siure kurze Zeit auf dem Wasserbad erwirmt, oder wenn man in der 
iblichen Weise von Phenylhydrazinchlorhydrat in Natriumacetat aus- 
geht, jedoch zur Stryphnon- und Phenylhydrazinlésung einen betracht- 
lichen UberschuB von Eisessig zugibt. Unmittelbar nach dem Zusammen- 
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bringen der Lésungen tritt bereits Gelbfirbung auf. Nach kurzem Er- 
warmen auf dem Wasserbad kristallisiert das Hydrazon in prachtvol! 
orangegelb gefirbten Nadeln aus, die zu sternfOrmigen Biischeln ver- 
einigt sind. Das Hydrazon lést sich spielend in Alkoho] und kann durch 
Zusatz von Wasser aus der Alkohollésung wieder gefallt und derart 
gereinigt werden. Es gibt noch die Farbreaktionen des Brenzcatechins 
so daB auf diese Weise eine Identifizierung auf qualitativem Wege 
moglich ist. Schmelzpunkt unter Zersetzung bei 135 bis 136° (nicht kor- 
rigiert). Die N-Bestimmung nach Dumas-Pregl ergab einwandfrei 
stimmende Resultate. 


N-Bestimmung. Mikro-Dumas. 
Einwage 3,81 mg, 0,5418cem N = 746mm, 22° 


4,057 ,,  0,6311 ,, N = 746mm, 23° 
berechnet fiir C,);H,,;0,N,: N = 15,49°, 
gefunden: N = 15,51", 

N 15,26°, 


Analog wie das Methylaminoacetobrenzcatechin lassen sich auch 
vom Aminoacetobrenzcatechin und vom Athylaminoacetobrenzcatechin 
die Additionsverbindungen der Hydrazone und die Hydrazone darstellen. 
Die Hydrazone dieser Homologen unterscheiden sich von denen des 
Stryphnons schon durch ihre Farbe. Das Hydrazon des Athylamino- 
acetobrenzcatechins ist auffallend griin gefirbt, das des Aminoaceto- 
brenzcatechins ist hellgelb. Die Schmelzpunkte -— fiir die Amino- 
verbindung 90°, fiir die Athylaminoverbindung 125° — gestatten eine 
leichte Differenzierung gegenitber dem Hydrazon des Stryphnons. 
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Uber die Beziehungen des Geschmacks zur chemischen 
Konstitution. 


Von 
Siegfried Michael. 


Aus dem Psychologischen Institut der Universitat Berlin und dem Haupt- 
laboratorium der Schering-Kahlbaum A.-G., Berlin.) 


(Eingegangen am 20. September 1932.) 


A. Ejinleitung. 

Von den verschiedenen Sinnesgebieten des menschlichen Organismus 
sind bisher nur der Gesichts- und Gehérsinn griindlich methodisch durch- 
forscht und die Ergebnisse der praktischen Anwendung sugiinglich gemacht 
worden. Dagegen sind von den sogenannten niederen Sinnen Geruch und 
Geschmack, trotz der Bemiihungen zahlreicher Forscher, einer systemati- 
schen Ordnung der Erscheinungen nicht zugénglich gewesen. Es hat nicht 
an Versuchen gefehlt, die Geruchsstoffe nach ihren Geruchsqualititen in 
eine gesetzmaBige Ordnung zu bringen; aber es gelang nicht. eine eindeutige 
und klare Ubersicht iiber die den Einzelerscheinungen zugrundeliegenden 
GesetzmaéBigkeiten zu gewinnen. Dem Mangel einer solchen Systematik 
in diesen beiden Sinnesgebieten ist es zuzuschreiben, daB im Gegensatz 
zu den zahlreichen optischen und akustischen Methoden so gut wie keine 
praktischen, allgemein verwertbaren Anwendungen des Geruch- und 
Geschmacksinnes bekannt sind. 


Erst kiirzlich konnte £. M..v. Hornbostel! zeigen, daB eine Reihe 
von gesetzmaBigen Beziehungen zwischen der ,,Geruchshelligkeit 
und der chemischen Konstitution organischer Geruchsstoffe aufzu- 
finden sind, welche zum ersten Male einen etwas klareren Einblick in 
die sinnesphysiologischen und physikalisch-chemischen Grundlagen des 
Geruchs gestatten. 

Die ,,Helligkeit™ ist eine im optischen Gebiet altbekannte und ohne 
weiteres verstaindliche, von der Farbe (Qualitaét) unabhingige Eigen- 
schaft; aber auch in der Akustik werden ,,helle’’ und ,,dunkle Téne 
unterschieden, unabhangig von Klangfarbe und Tonigkeit, den Qualitaten 
des Tons. 


1 Pfliigers Archiv f. d. ges. Physiol. 227, 517, 1931; Chem. Centralbl. 
1931, Il, 3014. 
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In gleicher Weise kommt auch den Geruchs- und Geschmacks- 
empfindungen ,,Helligkeit‘’ zu, unabhingig von den Geruchs- und 
Geschmacksqualitaten, und die systematische Vergleichung von Geruchs- 
und Geschmacksstoffen nach dieser einen Eigenschaft gestattet dis 
Erkennung bestimmter Regelmabigkeiten und damit die Formulierung 
einer Reihe von Gesetzen. 

Die Untersuchung der Geruchshelligkeit hat v. Hornbostel durchgefiihrt, 
wahrend die vorliegende Arbeit, unter Verwertung der dort erworbenen 
Erkenntnisse, dem Studium der Geschmackshelligkeit und ihrer Beziehung 
zur chemischen Konstitution gewidmet ist. 


Ebenso wie durch aufeinanderfolgendes Betrachten zweier Grau- 
stufen oder beim Anhéren von zwei Ténen anzugeben ist, welcher 
Eindruck ,,heller’*, welcher ,,dunkler‘‘, laBt sich auch durch rasch auf- 
einanderfolgendes Riechen an zwei Geruchsstoffen oder Schmecken 
von zwei Geschmacksstoffen der ,,hellere*’ vom ,,dunkleren‘* unter- 
scheiden. Diese Unterscheidung wird im unwissentlichen Versuch meist 
mit groBer Sicherheit und in der gleichen Richtung getroffen. Bei 
dieser Priifungsart handelt es sich, wie v. Hornbostel eingehend er- 
lautert hat, um ein unmittelbar physiologisch bedingtes Phinomen, nicht 
etwa um eine bloBe Analogie zu Farbe oder Ton. Es sei auch gleich 
hier bemerkt, daB die Geschmackshelligkeit nichts mit der Geschmacks- 
intensitét, also etwa dem SiBgrad von SiiBstoffen oder der Starke des 
sauren Geschmacks von Sauren, zu tun hat. 


Ferner ist grundsatzlich von Bedeutung, wie weiterhin noch ein- 
gehend erlaiutert wird, daB beim Geschmack das, was wir als ,, Helligkeit* 
bezeichnen, phinomenal in der Regel mit der Temperaturempfindung 
zusammenfillt, welche gleichzeitig mit der Empfindung der Geschmacks- 
qualitat durch den festen, ungelésten Geschmacksstoff auf der Zunge 
hervorgerufen wird. Wahrend beim Geruch nicht unbedingt einem 
hellen Stoff auch die Eigenschaft ,,kalt‘’ zuzukommen braucht, wird 
durch den Geschmacksstoff auf der Zunge eine Warme- oder Kalte- 
empfindung hervorgerufen, und es wird die Empfindung .,warm* 
mit ,,dunkel”, die Empfindung ,,kalt** mit ,,hell‘ gleichgesetzt. 


Daf manche Stoffe auf der Zunge eine Temperaturempfindung 
auslésen, ist wohl oft beobachtet und beschrieben worden; daB aber 
die Temperaturwirkung in einer niheren Beziehung zu den chemischen 
und physikalischen Eigenschaften der anorganischen und organischen 
Verbindungen steht, ist bisher iibersehen worden. Dies erklart sich 
daraus, daB alle friiheren systematischen Untersuchungen tiber den 
Geschmack stets mit Lésungen der Geschmacksstoffe ausgefiihrt wurden. 
Erst dadurch, daB man die zu untersuchenden Stoffe ungeldst auf die 
Zunge bringt, kommt der geschilderte Effekt zustande. 
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Zur Demonstration der Geruchs- und Geschmackshelligkeit sei dem 
Leser empfohlen, folgende Stoffe durch unmittelbar aufeinanderfolgendes 
Beriechen bzw. durch aufeinanderfolgendes Schmecken wngeléster (fester) 
Substanzproben paarweise zu vergleichen: 


Geruchsstoffe : 
Phenol (dunkel) Methanol (hell) 


Kresol (dunkel) Hexan (hell) 

Benzol (dunkel) Citral (hell). 
Geschmacksstoffe : 
Natriumbromid (warm, dunkel) Kaliumnitrat (kalt, hell), 
Maltose (etwas kalt, maBig hell) Glucose (kalt, hell), 
Natriumbromid (warm, dunkel) Glucose (kalt, hell). 


Die von v. Hornbostel aufgefundenen Beziehungen zwischen Geruchs- 
helligkeit und chemischer Konstitution ergaben, kurz zusammengefabt, 
folgende Regeln: 

1. Die Helligkeit steigt mit zunehmender Zahl der C-Atome, also in 
homologen Reihen aliphatischer Kérper, oder aromatischer mit Seitenkette, 
mit der Kettenlange, bei Alkylierung mit der Zahl und GréBe der Alkyle. 

2. Die Helligkeit nimmt ab mit der Auflockerung des Molekiils durch 
Kinfihrung und Vermehrung von Doppelbindungen (C=C, C=C) oder 
Halogenatomen, Einfiihrung einzelner CO-, NO,- oder OH-Gruppen, 
sowie durch Ringschluf. 

3. Die Helligkeit steigt, wenn mehrere elektrisch gleichnamige Gruppen 

OH, CO, NO, C,H; im Molekiil nebeneinanderstehen. Bei Raum- 


isomeren ist die Cis- heller als die Transforrn. 


Helliqkeit und chemische Konstitution. 

Wiahrend fiir die systematische Untersuchung der Geruchshelligkeit 
nur die organischen Geruchsstoffe in Frage kommen, konnte die Ge- 
schmackshelligkeit an organischen und anorganischen Stoffen (im ganzen 
etwa 400 Substanzen) studiert werden. Es sollen erst die Befunde an 
anorganischen Verbindungen, dann die Ergebnisse bei organischen 
Stoffen mitgeteilt werden. 


Methodik und Bezeichnung der physiologischen Phdnomene. 


Die Untersuchung der Helligkeit erfolgt derart, daB je zwei zu priifende 
Substanzen ohne Lésungsmittel, d.h. also als feste Substanzen, mdglichst 
fein gepulvert bzw. Fliissigkeiten als solche, in kleinen Proben nacheinander 
auf die Zunge genommen werden. Die absolute Menge der Stoffe spielt 
hierbei keine Rolle. Der Beobachter, welcher keine Kenntnis von den 
chemischen und physiologischen Eigenschaften der zu priifenden Stoffe 
haben soll, gibt dann an, welche der beiden Substanzen ihm als die .,hellere**, 
welche als die .,dunklere‘‘ erscheint. Die Unterscheidung nach _ ,,hell*‘ 
und ,,dunkel* ist den meisten Menschen sofort, ohne Ubung und nahere 
Erlauterung méglich. Die Temperaturempfindungen ,,heif** und ,,warm* 
werden dabei als .,dunkel**, die Empfindungen ..kiihl** und ,.kalt** als ,,hell** 
bezeichnet. Da die Geschmackshelligkeit unabhangig von der Geschmacks- 
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qualitat ist, lassen sich ohne weiteres siiBe mit sauren oder salzige 
Stoffen usf. vergleichen. 

Die Beobachtungen wurden in vorliegender Untersuchung stets vo: 
mehreren Personen, unabhéngig voneinander, vorgenommen und nu: 
soweit die Resultate iibereinstimmten, verwendet. Eine Diskrepanz i: 
den Vergleichsurteilen kommt relativ selten und im wesentlichen nur be 
Stoffen vor, die Nebenwirkungen, wie aéuBerst scharfen oder beiBenden 
Geschmack aufweisen. 


B. Helligkeit anorganischer Geschmacksstoffe. 


Fiir eine Untersuchung des Geschmacks kommen von der groBen Zah! 
der anorganischen Verbindungen im wesentlichen solche in Betracht. 
die in festem Aggregatzustand zuganglich sind und die eine gewisse Wasser 
léslichkeit besitzen. Fliissige und gasférmige Elemente und Verbindungen 
besitzen zwar haufig Geruch, nicht aber Geschmack, oder sind chemisch 
zu aggressiv, um Geschmacksversuche zu gestatten. Ferner sind wasse1 
lésliche Stoffe zu der physikalisch-chemischen Einwirkung auf die Zungen 
nerven befahigt, welche Geschmacksempfindung hervorruft, wahrend 
unlésliche Stoffe stets geschmacklos sind. 

Der tiberwiegende Teil der anorganischen Verbindungen, welche 
Geschmack besitzen, befindet sich in wasseriger Lésung in ionisierter Form. 
im Gegensatz zu der groBen Zahl molekular geléster organischer Stoffe. 
Von den ionisierten Stoffen sind die Basen und Séuren nicht brauchbar, 
da die wasserléslichen Basen (NaOH) und Sauren in Substanz oder in 
konzentrierter Lésung zu stark chemisch zerstérend auf die Zunge ein- 
wirken, als daB eine echte Geschmacksempfindung méglich ware. Das 
Material zur Untersuchung auf Geschmackshelligkeit bilden demgemal 
vorwiegend die anorganischen Salze, soweit sie in Wasser léslich sind. Der 
Geschmack der anorganischen Salze stellt eine Eigenschaft dar, die von 
beiden lonen, Anion und Kation, abhaingig ist, deren Zusammensein 
die Geschmacksqualitaét bestimmt. So gibt es z. B. von anorganischen 
Verbindungen nur eine einzige, welche rein salzig schmeckt, das Natrium- 
chlorid. Ersetzung von Anion oder Kation durch andere Ionen hat stets 
Geschmacksanderung zur Folge’. 

‘ Nimmt man demnach eine Geschmackspriifung der in Wasser 
gelésten anorganischen Verbindungen vor, so kann man hauptséchlich 
die verschiedenen Qualitdten (salzig, bitter, sauer usw.) feststellen. 
Stellt man dagegen eine solche Priifung mit den festen, wngeldsten 
Stoffen an, so entsteht auf der Zunge zugleich mit der Empfindung 
der Geschmacksqualitat eine deutliche T’emperaturempfindung, welche 
je nach der Natur des Salzes verschieden ist. 

Priift man z. B. auf diese Weise den Geschmack der Alkalichloride, 
so erscheint, neben dem ausgesprochenen Salzgeschmack all dieser 
Verbindungen, das Lithiumchlorid als ,,sehr warm“ (,,dumpf, dunkel'*), 
das Natriumchlorid als ,,wenig warm‘ (,,maBig dunkel‘'), Kalium- 
chlorid als ,,kalt* (,,frisch, hell‘), Rubidium- und Casiumchlorid in 
noch héherem MaBe ,,sehr kalt** (,,kiihlend, sehr hell‘). 





1 Vgl. E. v. Skramlik, Physiologie der niederen Sinne, 8. 400ff. 
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Dabei unterscheiden sich fiir den unbefangenen Beobachter diese 
Stoffe zunachst oft in ihrer ,,Helligkeit‘*, und erst bei genauerer Beob- 
ichtung in der auf der Zunge ausgelésten Kalte- oder Warmeempfindung. 
Es haben sich bisher keine Beispiele gefunden, bei denen der ,,hellere*’ 
Stoff nicht auch kalter erscheint, und umgekehrt. 

Die ,,Helligkeit’, wie sie im folgenden genannt sei, ist demnach 
der vom ungelisten Geschmacksstoff auf der Zunge zugleich mit der Ge- 
schmacksqualitat ausgeléste Eindruck, der vielleicht auch durch den Ge- 
schmackssinn, aber in iiberwiegendem Mae durch den Temperatursinn 
vermittelt wird und als Warme- oder Kédlteempfindung erscheint. 

Beim Vergleich einer gréBeren Anzahl von anorganischen Ver- 
bindungen ergaben sich gewisse RegelmaBigkeiten in der Abstufung 
der Helligkeiten, welche einen Zusammenhang mit den physikalisch- 
chemischen Eigenschaften der Stoffe vermuten lieBen. Die genauere 
Priifung ergab nun, da der die ,,Helligkeit*’ (Temperaturempfindung) 
bewirkende Effekt die Lésungswdrme des sich auf der Zunge lésenden 
Stoffes ist. 

Die Helligkeit beruht also darauf, daB sich der feste Stoff auf der 
Zunge zu einer konzentrierten Losung list und dabei je nach seiner 
Natur Warme abgibt oder Warme verbraucht und so die Empfindung 
Warm oder Kalt hervorruft. 





Die Abstufung der Lésungswirmen einfacher anorganischer Stoffe 
ist, in Arbeiten von K. Fajans und seinen Schiilern, niher untersucht 
worden. 

Fajans und Karagunis' zeigten, da®B die Lésungswarmen analoger 
Salze (und Hydroxyde) ebenso wie andere Eigenschaften, wie Léslich- 
keit usw. im groBen Ganzen um so gréSer sind, je mehr sich Anion und 
Kation in bezug auf ihre GréBe oder genauer gesagt auf ihre Hydra- 
tationsenergie unterscheiden. Die gemeinsamen Ziige in der Abstufung 
all dieser Eigenschaften, z. B. bei den genau untersuchten Alkalihalogeniden, 
haben Fajans und Karagunis in Tabelle | zusammengestellt. 


Tabelle I. 


Abstufung der Léslichkeit, der Lésungswirmen usw. der Alkalihalogenide. 








F Cl Br J 
Li 
| Nl t 
Na. | 
K ' 
Rj 





Aus der Tabelle ist zu ersehen, daB die Abstufung der genannten EFigen- 
schaften nicht einfach mit der Anderung des Atomgewichts von Anion oder 


1 Zeitschr. f. angew. Chem. 48, 1046, 1930. 
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Kation konform geht. Es sind nicht die absoluten, sondern die relativ: 
GréBen von Anion und Kation mabgebend. 

Die Losungswarmen speziell sind in Tabelle ll zusammengestellt 

Die Pfeile zeigen die Richtung an, in welcher die Werte der Lésungs 
wirmen (und Léslichkeiten) steigen. Lithiumjodid, welches aus de 
kleinsten Kation und dem gréBten Halogenion besteht, besitzt die grébt 
Lésungswarme. Verkleinert man das Halogenion (bei den Lithiumsalze: 
oder vergréBert das Kation (bei den Jodiden), so vermindert sich der Unter 
schied der fonengréBen, und die Lésungswarme sinkt. Bei den Fluoride: 
dagegen (kleinstes Anion) vergr6Bert sich der Unterschied der H ydratations 
energien mit VergréBerung des Kations; die L6ésungswiarmen steigen hie: 
daher von Lithium zu Casium. Bei den groBen Kationen, Kalium. Rubidiun 
und Casium steigen die Lésungswaérmen von den Jodiden zu den Fluoriden 

Die Helligkeiten der Alkalihalogenide zeigen nun, soweit geprift 
vollkommen die gleiche Abstufung wie die Lésungswarmen. 

Die auf der Zunge beim Lésungsvorgang auftretende Warme- 
menge wird am besten mit der ,,ganzen** Losungswarme des Geschmacks 
stoffs verglichen, das ist derjenigen, welche bei Lésen eines Stoffes in 
so viel Wasser auftritt, daB eine gesattigte Lésung entsteht. Die Wert: 
fiir die ,,ganzen** Lésungswirmen sind indessen nicht alle bekannt 
Der Vergleich kann in diesen Fallen auch mit der ,,ersten’’ Lésungs- 
wirme geschehen, das ist derjenigen, welche bei Lésen eines Stoffes 
in viel Wasser auftritt, so daB eine sehr verdiinnte Lésung entsteht 
Die beiden Lésungswairmen unterscheiden sich um die Werte der Ver 
diinnungswarmen und sind der GréBe nach verschieden, doch zeigen si: 
im wesentlichen dieselben Abstufungen. 

Den gieichsinnigen Gang der Lésungswarmen und der Helligkeiten 
der Alkalichloride zeigt folgende Gegeniiberstellung: 

Helligkeit : 
LiCl _o NaCl .- KCl: RbCl - CsCl! 
Temperaturempfindung : 
sehr warm fast keine kalt sehr kalt sehr kalt 
, Erste’ Lésungswarmen *: 
+ 8,8 OY 4.1 4.5 4,7 


Es ist ersichtlich, daB die Verbindungen mit positiver Lésungs 
wirme in der Tat auf der Zunge eine Warmeempfindung auslésen, di 
Verbindungen mit negativer Lésungswirme dagegen eine Kalteempfin- 
dung, die um so stairker wird, je gréBer der negative Wert der Lésungs 
wirme (Warmeverbrauch) wird. 

Die gute Ubereinstimmung der Lésungswirmen und der Hellig- 
keiten der Alkalihalogenide ist aus Jabelle IJ zu ersehen. 


1 


> lies: ,,heller als*‘, < lies: ..dunkler als‘. 
2 J. Wuest u. E. Lange, Zeitschr. f. phys. Chem. 116, 161. 
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Tabelle 11. 


Vergleich der Geschmackshelligkeit und der Lésungswarmen der Alkali- 


Lésungswarme 





halogenide. 
Helligkeiten. 
LiF <«<— Licl <— Libr — LiJ 
Y Y 
NaF NaCl <- NaBr <— NaJ 
v v . 
KF KCl —» KBr kK J 
v . 
RbF RbCl — RbBr Rb J 
’ v 
CsF CsCl — CsBr Cs J 


(erste) 


der wasserfreien 


Alkalihalogenide in viel Wasser 


in keal/Mol bei 25°*. 





F Cl Br J 
—10 —~> +88 — 4117 —~ +148 
{ : ' 
—06 — —09 —» Ol —> + 158 
v a “ t 
+42 <— —-41 < 48 <— 4,9 
‘ ‘ ‘ 
+58 < 45 <— — 60 <— — 65 
v A | f 
+84 <— 47 <— 6,7 <— 8,2 


osungswarme (ganze) der wasserfreien Alkalihalogenide* in kcal /Mol bei 25°. 
I I (ganze) d f Alkalihalogenide* in kcal /Mol bei 25° 





Cl Br J 
+46 — 479 
- , 
—045 —» 09 —» +26 
, ' 
—37 <— 39 —~> 3.4 


In der Tabelle sind die Helligkeiten den ..,ersten‘‘ und, soweit bekannt, 


den ,.ganzen‘*‘ Lésungswarmen gegeniibergestellt. 


Die Richtung der Pfeile 


in der Tabelle der Helligkeiten bedeutet Ansteigen der Helligkeit, in den 
Tabellen der Lésungswarmen Zunahme der Lésungswarme. 


Es ist zu sehen, daB jeweils Zunahme der Lésungswarme einer 
Abnahme der Helligkeit entspricht, und umgekehrt. 


* Fajans u. Schwartz, Zeitschr. f. phys. Chem., Bodenstein-Festschr., 
1931, S. 717. 
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Die Lésungswarmen der Lithium- und Natriumsalze nehmen von 
Jod zu Fluor ab, entsprechend steigt die Helligkeit. Lithiumjodid 
welches die gréBte Lésungswarme unter allen Alkalihalogeniden besitzt 
ist auf der Zunge ,,heiB**!. Die Lésungswarmen der Kalium-, Rubidium 
und Caisiumsalze nehmen von Fluor zu Jod ab. Bei den Kaliumverbin. 
dungen sind die Unterschiede so gering, daB die Helligkeiten der ver- 
schiedenen Salze als etwa gleich empfunden werden. Dagegen sind ent- 
sprechend den gréBeren Differenzen der Lésungswirmen die Hellig- 
keiten der Rb- und Cs-Salze: 

RbCl < RbBr und CsCl < CsBr} 
Fir die Helligkeiten ist also bei den Rb- und Cs-Salzen die gleiche Um- 
kehrung gegeniiber den Li- und Na-Salzen wie fiir die Lésungswaérmen 
zu beobachten; ein Beweis fiir den engen Zusammenhang von Helligkeit 
und Lésungswirme. Die Lésungswirmen der Chloride, Bromide und 
Jodide nehmen von Lithium zu Casium ab, dementsprechend steigen 
die Helligkeiten von den Lithium- zu den Cisiumsalzen. 

Die Priifung der Helligkeit der Fluoride konnte noch nicht ausgetiihrt 
werden*. Die Helligkeit miiBte von Lithium- zu Caésiumfluorid abnehmen. 

Ebenso wie die Fluoride miiSten sich in der Helligkeit die Hydroxyde 
der Alkalien verhalten. [hre Geschmackspriifung ist jedoch nicht méglich, 
weil sie die Zunge zu stark angreifen. 

Dem Verhalten der Kalium-, Rubidium- und Casiumsalze schlieBen 
sich in den Lésungswirmen und daher in den Helligkeiten die Am- 
moniumsalze an. Es gilt: 

Helligkeit : NH,Cl < NH,Br < NH,J. 
Lésungswarme: — 3,9 - 4,4 — 3,55 

Die Ammoniumsalze erscheinen alle kalt. 

Die gleichen Abstufungen wie die Alkalisalze mit groBem Halogenion 
zeigen auch die Alkaliverbindungen mit anderen groBen Anionen, 
wie z. B. Nitrate. Es gilt: 

Helligkeit : « LiNO, < NaNO, < KNO, < CsNO, 
Lésungswarme: + 0,4 5,0 7,9 — 9,6 

Dabei erscheinen die Nitrate meist kalt; bekannt ist ja det 
, kiihlende** Geschmack des Kaliumnitrats. 

Es sei schon hier erwihnt, daB sich auch die Helligkeiten der 
Alkalisalze organischer Sduren, infolge des stets relativ groBen Anions. 
wie die der soeben geschilderten anorganischen Verbindungen mit 
groBem Anion verhalten. 

Es ist z. B.: 

Li,C,O, < Na,C,O, < K,C,0, 
Li-Oxalat Na-Oxalat K-Oxalat 


? Die iibrigen Fluoride konnten noch nicht gepriift werden, da im 
Handel die wasserfreien Salze nicht erhaltlich sind. 
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Ebenso wie die Chloride, Bromide, Jodide und Nitrate der Alkalien 
eigen auch, soweit bisher gepriift, die Chloride und Nitrate der Metalle 


der zweiten bis vierten Gruppe des periodischen Systems ein Ansteigen 


ler Helligkeit jeweils mit zunehmender GréBe des Kations innerhalb 


der Gruppen. Ferner nimmt fiir diese Verbindungen die Helligkeit 


zu mit abnehmender Ladung des Kations, also (in den waagerechten 
Reihen des periodischen Systems) von der vierten bis zur ersten Gruppe. 
Diese Abstufungen sind gleichfalls durch die Unterschiede der Lésungs- 
warmen bedingt. 


Tabelle III veranschaulicht dies. 


Tabelle 111. 
Helligkeit der Metallverbindungen. 





1. Gruppe II. Gruppe III. Gruppe IV. Gruppe 
NO. 
Li < = Be 
8,5 NO 
Cl ¥ C] M NO 
Na « Mg < 4] 
— 0,9 + 36,0 
Cly Cl ¥ Cl 
kK < Ca NO 
4.1 + 18.0 
Cl, Cl v Cl xo, ¥ XO 
Rb < Sr < \ Zr 
-— + NO NO 
¥ Cl NO 
(s < Ba -- La < xO Ce 
on 7 { & 
4.7 2,1 | NO 
Th 


Die Richtung der Pfeile bedeutet Ansteigen der Helligkeit. An den 
Pfeilen ist angegeben, mit welchen Anionen die Geschmackspriifung jeweils 
geschah. Unter den Metallen stehen die Zahlen fiir die mol. Lésungswarmen 
der Chloride), soweit sie bekannt sind. 

Es ist auch hier klar zu sehen, daB einer Abnahme der Lésungswarme 
stets ein Ansteigen der Helligkeit entspricht. 


In gleicher Weise wie die verschiedenen Halogenide mit jeweils 
gleichem Kation lassen sich auch Verbindungen mit zusammengesetzten 
Anionen vergleichen. An einigen solchen Natrium- und Kaliumsalzen 
wurde ebenfalls Ubereinstimmung der Helligkeitsunterschiede mit dem 
Gang der Lésungswairmen festgestellt. Z. B.: 

Na, SO, < NaCl < NaNO, 
Lésungswarmen : + OF O.9 


In der Reihe der Natriumsalze ist das Sulfat warm. das Nitrat kalt. 


Biochemische Zeitschrift Band 255. 24 
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In der bisherigen Betrachtung wurden nur die Lésungswarme 
und Helligkeiten der wasserfreien Salze behandelt. Die Lésungswarme) 
der kristallwasserhaltigen Verbindungen sind diesen gegeniiber  stet 
nach der negativen Seite zu verschoben. Demgema8 sind die wasse1 
haltigen stets heller als die wasserfreien Salze. Z. B.: 


Helligkeit : Na, SO, < Na,SO,.10H,O 
Temperaturempftindung: warm kalt 
Lésungswarme : + 0.5 18,9 


Es ist danach verstandlich, daB ein Vergleich der Helligkeiten 
verschiedener Verbindungen sinngema@f nur mit den wasserfreien Ver 
bindungen oder mit Praparaten mit dem gleichen Kristallwassergehalt 
vorgenommen werden kann. 

Andererseits liBt sich aus der gréBeren oder geringeren Helligkeit 
auf den mehr oder weniger groben Wassergehalt eines Salzes schlieBen 


Die hier mitgeteilten Tatsachen lassen sich etwa folgendermaben 
zusammenfassen : 

Die Helligkeit anorganischer Salze, die beim Schmecken der un 
gelésten Stoffe zugleich mit der Geschmacksqualitat empfunden wird. 
hangt im wesentlichen an der Temperaturempfindung, die durch dic 
Lésungswarme der sich lésenden Stoffe hervorgerufen wird. 

Die Abstufung der Helligkeiten gehorcht denselben Gesetzmabig 
keiten, wie sie von K. Fajans fiir diejenige der Lésungswirmen auf 
gefunden worden sind. 

Diejenigen Faktoren, welche die Lésungswirmen von positiven 
nach negativen Werten verschieben, verschieben die Geschmacks 
(Temperatur-) empfindung von Dunkel nach Hell (Warm ~— Kalt). 
» Da die Lésungswarmen anorganischer Verbindungen von erhebliche: 
absoluter Gr6éBe sind und sehr stark in Richtung und Gr6éBe von einem Stoti 
zum anderen wechseln, so ist auch die Helligkeit deutlich ausgepragt : 
die Abstufung der Helligkeiten von Stoff zu Stoff ist in den meisten Fallen 
ihrer Richtung nach leicht erkennbar. 

Die GréBe der Helligkeitsdifferenz zwischen je zwei Verbindungen 
festzulegen, ist bis jetzt noch nicht méglich. 


C. Helligkeit organischer Geschmacksstoffe. 


Auch organische Geschmacksstoffe besitzen, wie anorganische Ver- 
bindungen, Helligkeit. Auch durch den ungelésten organischen Geschmacks 
stoff wird auf der Zunge eine Temperaturempfindung hervorgerufen, di 
als Helligkeit (im Sinne von dunkel = warm, hell = kalt) imponiert 


Ein Vergleich der organischen Geschmacksstoffe mit den von v. Hor 
bostel untersuchten Geruchsstoffen zeigt, daB die Geruchsstoffe groBentei| 
Kohlenwasserstoffe oder Verbindungen sind, die nur einen Substituente: 
(wie OH, CO, COOH usw.) tragen. daB dagegen die organischen (x 
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chmacksstoffe fast durchweg zwei oder mehr solche Substituenten im 
Molekiil haben. Das Auftreten von Geschmack ist geradezu daran gekniipft, 
laB sich eine gewisse Anzahl sauerstoff- oder stickstoffhaltiger Gruppen im 
Molekiil befinden. (Solche O- und N-haltigen Gruppen werden im folgenden 
einfach als ,,Substituenten** bezeichnet.) Es sind z. B. die einwertigen 
\lkohole Geruchsstoffe, die mehrwertigen Geschmacksstoffe: die einfachen 
Séuren Geruchs-, die Oxy- und Polycarbonsiuren Geschmacksstoffe. 

DemgemaB gelten die Regeln der Geruchshelligkeit fiir die Geschmacks- 
stoffe nur in abgewandelter Form. ‘ 


I. GréBe und Zusammensetzung des Molekiils. 

Die beim Geruch gefundene Regel des Ansteigens der Helligkeit 
in homologen Reihen laBt sich fiir Geschmacksstoffe in der Form aus- 
sprechen, daB die Helligkeit mit Verldéngerung der C-Kette zunimmt, wenn 
im selben MapBe die Zahl der Substituenten wéichst. 


deisyele. (Im folgenden kénnen zu jeder Regel nur wenige charak- 
teristische Beispiele aufgefiihrt werden, die aus einer gréBeren Zahl 
herausgegriffen sind.) 


Alkohole: 
CH,OH CH,OH CH,OH 
CH,OH | | 
< CHOH < (CHOH), < (CHOH)s; 
CH,gOH | | | 
CH,OH CH,OH CH,OH 
Glykol Glycerin i-Erythrit Adonit. 


Die Geschmacksqualitdt dieser Stoffe ist ,,siiB‘. Die beiden ersten 
Verbindungen sind warm (dunkel), die beiden letzten kalt (hell). 
Adonit erscheint auf der Zunge geradezu eiskalt. Die Helligkeit ist also 
auch hier an die Temperaturempfindung gekniipft. 


Oxvaldehyde : 


Glycerinaldehyd < Pentosen < Hexosen. 
Oxysauren : 
CH,OH CH,OH 
CH,OH | | 
| < (CHOH), .: (CHOH), 
COOH | 
COOH COOH 
Gly kolsaure d-Glykonsaure «@-Glucoheptonsaure 


Die Regel scheint indessen nicht unbegrenzt fiir jede MolekiilgréBe 
giltig zu sein, denn es ist: 
Sorbit (C,) > Glucoheptit (C;), 
d-Glucose > a-Glucoheptose > «-Glucooctose. 
Demnach scheint fiir manche Gruppen bei C, ein Helligkeits- 
maximum zu bestehen. 


244 








362 S. Michael : 


Verhaltnis der Molekilgr6éBe (C-Zahl) zur Zahl der Substituenten 

Die Helligkeit ist um so gréper, je groper die Zahl der Substituente; 
im Verhdltnis zur C-Zahl ist. 

Eine Anderung in diesem Verhaltnis kann erfolgen durch Zunahnx 
der Zahl der Substituenten bei gleichbleibender C-Zahl (Aufhellung 
oder Zunahme der C-Zahl bei gleichbleibender Zahl der Substituenten 
(Verdunkelung). 


Zunahme der Substituenten: 


CHO CHO 
Trimethylenglykol <. Glycerin, (CHOH), < (CHOH), 

CH, CH,OH 

Rhamnose Hexosen. 


Quercit (Pentaory-cyclohexan) < Inosit (Hexaory-cyclohexan); 
Na-Acetat <_ Glykolsaures Na. 


CH; CH,OH 
| 
CHNH, < CHNH,; 


| 
COOH COOH 
a-Alanin Serin 


Bernsteinsaure < Apfel- < d-Weinsiure. 


COOH COOH COOH COOH 
a ~s iy 
OH . JOH HO OH 
OH OH 
Benzoesiure m-Oxybenzoesiiure Protocatechusaure Gallussaure. 


Desoxycholsaure (Diorycholansaure) < Cholsaure (7rioxrycholansaure). 

Bemerkung. Der Helligkeitsvergleich der Sauren kann mit gleichem 
Erfolg entweder an den freien Saéuren oder an ihren Salzen mit Jeweils 
gleichem Kation (Alkalisalze) vorgenommen werden. Analog kénnen von 
basischen Verbindungen entweder die freien Basen oder Salze (z. B. Hydro- 
chloride) verglichen werden. 


Zunahme der C-Zahl hei konstanter Zahl der Substituenten verdunkelt : 
CH,OH .COOH >CH,.CHOH.COOH > CH,.CH,.CHOH .COOH. 
CH,NH,.COOH > CH,.CHNH,.COOH > CH,.CH,.CHNH,. COOH 

> CH,.CH,.CH,. CHNH,. COOH. 

Bei den Aminosauren tritt mit zunehmender Kettenlange zugleich 
mit der Verdunkelung Umschlag des Geschmacks von siiB nach bitter ein 

Bei aromatischen Verbindungen wirkt ebenso Eintritt von Alky! 
in den Kern oder die Seitenkette: 


Hydrochinon > Toluhydrochinon, Benzoesiure > Phenylessigsaure. 
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Ebenso wie Verlangerung der C-Kette verdunkelt auch Substitution 
von OH-Gruppen durch Alkyl usw. (Veratherung, Acetonierung, 
\cetylierung) : 

d-Glucose > «, d-Methylglucosid, 
benso 
d-Glucose > Trehalose. 

Letztere ist ein Disaccharid, das aus zwei Glucoseresten besteht 
und als glucosidisches Derivat der Glucose aufzufassen ist. 

d-Glucose > Diacetonglucose, 


d-Galaktose > Diacetongalaktose. 
Nicht nur Eintritt von Alkyl, sondern auch von Phenyl verdunkelt : 
CH,.CHNH,.COOH > C,H,.CH,.CHNH,. COOH 
x-Alanin Phenyl-«-Alanin. 
CH,OH .COOH > CoH,.CHOH .COOH > (C,Hs)2. COH . COOH 
Glykolsaure Mandelsaure Benzilsaéure 
Ausnahme: Alkylierung der N H,-Gruppe hellt auf: 


NH,.CH,. COOH < CH,.NH.CH,.COOH 
Glykokoll Sarkosin. 


Ebenso wie Abnahme der Zahl der Substituenten verdunkeln alle 
Faktoren, die die Bindungsfestigkeit und Spannungsfreiheit des Molekiils 
herabsetzen. 


Eintritt von Doppelbindungen verdunkelt, um so starker, je gréBer 
ihre Zahl: 


CH,.COOH CH.COOH 
HC.COOH ~ C.COOH 

CH, .COOH CH,. COOH 
Tricarballylsaure Aconitsaure 


Choladiensaure (zweifach ungesattigt) > Cholatriensaure (dreifach ungesattigt). 


CH,.COOH HOOC.CH CH, - COOH HC.COOH 
a , aber | S 

CH,y.COOH HC.COOH CH,.COOH HC.COOH 

Bernsteinsaure Fumarsaure Bernsteinsaure Maleinsaure. 


Nicht konjugierte Doppelbindungen verdunkeln starker als kon- 


jugierte : 
OH OH 
HC .C=0O H,C.Cc=0 
H,C.C.Cc—0 | B.C—C.0=0 
OH OH 


Citraconsaure Itaconsaure. 
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Ringbildung verdunkelt: 
Benzoesiure > a-Naphthoesiure; Salicylsiure > 2, 3-Oxynaphthoesaure. 


Kintritt von Halogen verdunkelt, um so stairker, je gréBer das Atom 
gewicht des Halogens ist: 

Bernsteinsaure ~ |-Chlorbernsteinsiure ~ |l-Brombernsteinsaure. 

Die Carbonylgruppe (Doppelbindung!) Aellt meist weniger auf al» 
eine alkoholische Hydroxylgruppe (sofern nicht in einzelnen Fallen 
konfigurative Einfliisse von starkerer Wirkung sind). Ferner hellt 
die Ketogruppe stirker als die Aldehydgruppe auf: 


CH,OH CH,OH CHO 
CHOH CO CHOH 

| > a 
(CHOH)s (CHOH)s (CHOH)s; 
| | 
CH,OH CH,OH CH, OH 
Sorbit d-Fructose d-Glucose 


(schematisch geschrieben). 


II. Form des Molekiils. 


Ebenso sehr, zum Teil stairker als durch die bisher genannten 
Faktoren wird die Helligkeit beeinfluBt durch die Anordnung des 
Kohlenstoffskeletts, die Ankniipfung der Substituenten an ver- 
schiedenen Punkten und die Unterschiede, die im rdéumlichen Bau 
des Molekiils bedingt sind, worunter auch alle Arten von Jsomerie zu 





rechnen sind: 
Je kiirzer, kompakter das Molekiil in seinem Bau ist und je niiher 
die Substituenten aneinander stehen, desto gréper ist die Helligkeit. 
‘ Vielleicht ist die GréBe des Dipolmoments aut diese Beziehungen von 
EinfluB, da in den folgenden Beispielen haufig jeweils die hellere von zwei 
Verbindungen das gréBere Dipolmoment besitzt. 


a) Verschiedene Anordnung des Kohlenstoffskeletts. 


Die verzweigte C-Kette hellt mehr auf als die normale: 


CEe>CH. CHNH, . COOH ~ CH;.CH,.CH,.CHNH,. COOH 
8 


a-Amidoisovaleriansaure a-Amido-n-valeriansaure. 
b) Verschiedene Lage der Substituenten zueinander. 


Die Helligkeit ist um so gréBer. je ndher die Substituenten aneinander- 
stehen: 


Verschiedene Entfernung der Substituenten voneinander kann 


bedingt sein durch: 
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1. Stellungsisomerie (Anknipfung der Substituenten an der 
(-Kette): 
CH,.CH,.CHOH.COOH > CH,.CHOH.CH,.COOH 


a-Oxybuttersaure 8-Oxybuttersiure 
2. Durch die rdumliche Anordnung der C-Kette. 


Bei den einfachen Dicarbonsduren bildet die Reihe der C-Atome 
eine in einer Ebene liegende Zickzackkette!, etwa nach dem Schema: 
CH, CHy CH, COOH 


oder 
COOH CH, COOH COOH CH, 


an deren Enden die COOH-Gruppen sitzen. 


In den Saéuren mit wngerader C-Zahl sind die COOH-Gruppen einander 
rdumlich gendhert, in den Sauren mit gerader C-Zahl weiter voneinander 
entfernt. Diese Unterschiede driicken sich in ihren physikalischen Eigen- 
schaften aus. 

Die Schmelzpunkte liegen auf zwei Kurven, von denen die der 
yeradzahligen Saiuren die héheren Werte enthalt (vgl. auch Struktur- 
analyse im Réntgenbild® und _ kristallographische Eigenschaften®*). 


Die gleichen Unterschiede zeigen die Helligkeiten. Die gerad- 
zahligen Sauren sind dunkler als alle ungeradzahligen. Ferner nimmt 
bei den geradzahligen Sauren die Helligkeit ab von Oxalsiure (C,) 
iiber Bernsteinsaiure (C,), Adipinsdiure (C,) zu Korksaure C,). Oxalsaure, 
die hellste geradzahlige Saure ist dunkler als Malonsaure (C,), die 
dunkelste ungeradzahlige. Bei den ungeradzahligen Sauren nimmt die 
Helligkeit zu von Malonsiure (C,) zu Glutarsiure (C;), nimmt dann 
wieder etwas ab zu Pimelinsiure (C;) und Azelainsaure (C4). 


Von geometrisch isomeren ungesdttigten Verbindungen sind die 
Cis- heller als die Transformen. (Verschiedener Abstand der COOH- 
Gruppen voneinander!) 


HC—COOH HOOC.CH CH,.€.COOH HOOC.C.CH, 
> | | > | 

HC—COOH HC.COOH HC.COOH HC.COOH 

Maleinsaure Fumarsaure Citraconsaure Mesaconsaure. 


Bei den Cis-Formen ist die Aufhellung durch die raumliche An- 
niherung der COOH-Gruppen so groB, dab z. B. 


Maleinsiure ~ Bernsteinsiure, 


! H. Mark, Zeitschr. f. angew. Chem. 44, 529, 1931. 
2 Normand, Ross u. Henderson, J. chem. Soc. 129, 263, 1926. 
8’ W. Caspari, ebenda 133, 3235, 1928. 
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trotzdem sonst gesadttigte heller als ungesattigte Verbindung 
sind. 

3. Die rdumliche Lage der Substituenten (Konfiguration). Je meh 
Substituenten einander rdumlich benachbart sind, desto griBer ist di 
Helligkeit. Die wichtigsten Beispiele fiir diese Beziehungen sind in d 
Gruppe der Polvyalkohole und Kohlenhydrate zu finden. Von Poly 
alkoholen ist 8. 361 erwahnt, daB 


CH, OH 
CH,OH | 
HCOH 
HCOH | 
< HCOH 
HCOH 
HCOH 
CH,OH 
CH,OH 
i-Erythrit Adonit 


Beide Alkohole sind so konfiguriert, daB alle OH-Gruppen nac! 
ein und derselben Seite der C-Kette gerichtet sind (raumliche Benach 
barung, einer Cis-Anordnung vergleichbar). 


Je vollkommener die Benachbarung der OH-Gruppen ist, desto 


gréBer ist die Helligkeit. Sie nimmt daher ab, wenn eine oder mehrer: 
OH-Gruppen auf die andere Seite der C-Kette treten (.,Liicke* in 
der OH-Reihe): 


CH,OH CH,OH 
H OH H OH 
H OH > HO H 
H OH HO H 
CH,OH CH,OH 
Adonit l-Arabit 
CH,OH CH,OH CH, OH 
H OH HO H H OH 
HO H HO H HO H 
HOH ” HOH - HOF 
H OH H OH H OH 
CH,OH CH,OH CH, OH 
Sorbit d-Mannit Dulcit 


Sorbit hat nur eine .,Liicke*‘, die beiden anderen Hexite je zwei 
Ferner ist 
Adonit > Sorbit. 


Die vollkommene Cis-Anordnung des Pentits bewirkt gréBer: 
Helligkeit, trotz gréBerer Anzahl OH-Gruppen des Hexits (wie tiber 
haupt konfigurative und konstitutive Unterschiede stets von groéBeren 
EinfluB auf die Helligkeit sind als die rein additiven von C-Zahl und Zah 
der Substituenten). 
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Analoge Beziehungen finden sich bei den Monosacchariden (in 
der Ringform nach Haworth! geschrieben): 





a-ad-Xylose 


n 
0H OH OH 7 


a-a -Gulose 


H OH OH OH 
H H 
a-a-Mannose a-a-Galaktose 


(Gulose ist nicht gepriift, ihre Helligkeitseigenschaft aus dem 
Verhalten der Glucoside und Guloside abgeleitet.) 


Die Helligkeit der Monosaccharide ist um so gréBer, je mehr OH- 
Gruppen oberhalb der Ringebene und je naher diese beieinander stehen. 
C,-Atom (Epimerie). 


Unterschiede der Konfiguration am 


Von zwei Epimeren ist stets die «-Form heller als die B-Form. 
Dies gilt sowohl fiir die einfachen Glucoside als auch fiir die ebenfalls 
glucosidisch gebundenen Disaccharide : 

a, d-Methylglucosid > B. d-Methylglucosid. 
Analog: 
a. d-Methylgulosid > B. d-Methylgulosid. 
Maltose > Cellobiose 
(4. a-Glucosido-glucose) (4, B- rlucosido-glucose). 


EinfluB verschiedener Arten von Isomerie auf die Helligkeit. 


Die Disaccharide, alle C,,H,,0,,, unterscheiden sich voneinander 
teils, wie eben erwahnt, durch die Bindung der beiden Zuckerreste 
aneinander in «- oder £-Form, teils durch die Stelle der Verkniipfung 
der Sauerstoffbriicke, teils durch die Zusammensetzung aus verschie- 


denen Komponenten. Diese Unterschiede iiberlagern sich zum Teil 


und wirken sich folgendermaBen aus: 


London 1930. 


1 W.N. Haworth, Constitution of sugars. 
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1. Bindung in der g-Form heller als Bindung in der 8-Form (sieh 
obiges Beispiel). 
2. Trehalosetyp heller als Maltosetyp: 
Trehalose («-Glucosido-x-Glucosid) > Maltose (4, «-Glucosido-glucose) 
(eine freie Aldehydgruppe) (keine freie Aldehydgruppe, Bindung an (,). 
3. Verbindungen mit 1, 6-Sauerstoffbriicke heller als Verbindungen 
mit 1, 4-Sauerstoffbriicke : 
Gentiobiose > Cellobiose 
(6-6-Glucosido-glucose ) (4-8-Glucosido-glucose). 
4. Je heller die beiden Komponenten des Disaccharids, desto heller 
ist dieses: 
Cellobiose . Lactose 
(4-8-Glucosido-glucose) —_ (4--Galaktosido-glucose). 
Die Starke des Einflusses dieser Verschiedenheiten im Bau des 
Molekiils nimmt von 1. bis 4. ab. Wo die Einfliisse miteinander kon- 
kurrieren, iiberwiegt jeweils der starkere. 


Unterschiede polymer homologer Reihen. 

Bei den sogenannten Polyamylosen' wird eine x- und eine £-Reihe 
unterschieden. Die Verbindungen der f-Reihe sind heller als die der 
a-Reihe. Innerhalb der x-Reihe ist 

a-Tetraamylose > Diamylose (geringe Helligkeitsdifferenz.) 

In der f#-Reihe ist $-Hexaamylose < Triamylose (erstere fast 
geschmacklos). Danach scheinen die x- und §-Reihe zwei verschiedene 
Typen von Verbindungen darzustellen. Es existieren, entgegen der 
Ansicht von Miekeley?, auch innerhalb der Reihen differenzierte Ver- 
bindungen. 


Helligkeit optischer Antipoden und ihrer Racemate. 

Auch optische Antipoden unterscheiden sich in der Helligkeit 
voneinander und von ihren Racematen. Eine RegelmaBigkeit konnte, 
bei geringem Versuchsmaterial, noch nicht gefunden werden. 

Optische Antipoden: . 


l-Sorbose > d-Sorbose, 
d-Weinsaure > 1-Weinsaure. 
Vergleich von optisch-aktiven Stoffen init ihren Racematen: 
d, 1-Prolin > 1-Prolin, 
d, 1-Leucin > |-Leucin, 
d, 1-Apfelsiure > |-Apfelsaure. 


1 Pringsheim, Ber. 64, 2122, 2127. 
2 Ber. 63, 1957. 
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Die optisch-aktiven Weinsduren, die Racemsaure und die inaktive 
Mesoweinsaure zeigen folgende Reihenfolge der Helligkeiten: 

d-Weinsaure > Mesoweinsaure l-Weinsaure > d, 1-Weinsaure. 

Wenn auch noch keine GesetzmaBigkeit in diesen Helligkeits- 
beziehungen zueinander nachzuweisen ist, so ist doch die Feststellung 
von Interesse, daB sich optische Antipoden iiberhaupt in der Helligkeit 
unterscheiden, obwohl die Lésungswarmen gleich sind. 

Helligkeit isomerer Benzolderivate. 

Die aromatischen Verbindungen zeigen in ihren Isomerieverhalt- 
nissen einige Besonderheiten, die sich den bisher geschilderten Be- 
ziehungen nicht ohne weiteres einordnen lassen. 

Von Di-substitutionsprodukten ist stets die meta- heller als die 
ortho- und para-Verbindung (entgegen der sonst geltenden Regel, daB 
Benachbarung der Substituenten aufhellt). 

Fiir das Verhaltnis der ortho- zu den para-Verbindungen gilt: 

Bei substituierten Benzoesdéuren mit negativem Substituenten 
ist O > p: 

Salicvlsaure > p-Oxybenzoesaure. 

Bei substituierten Benzoesiuren mit positivem Substituenten ist 

dagegen p > 0: 
p-Toluylsaure > o-Toluylséure. 

Die neutralen Verbindungen verhalten sich anders als die Sauren. 
Bei den Aminokoérpern ist 0 > p: 

Ortho- > Paraphenylendiamin Ortho- > Paraamidophenol. 

Dagegen ist bei den sonstigen Oxry- und Nitroverbindungen p > 0: 


Hydrochinon > Brenzcatechin, p- > o-Nitrophenol. 


Vergleich der Helligkeit verschiedener Korperklassen. 


Oxysduren und Aminosduren. Im allgemeinen hellt die OH-Gruppe 
der Oxysiéuren von allen Substituenten am starksten auf. So sind die 
meisten Oxysduren heller als die entsprechenden Aminosauren : 


CH,OH .COOH > CH,NH,.COOH 


Glykolsaure (rlykokoll. 
COOH .CHOH.CH,.COOH > COOH .CHNH,.CH,.COOH 
\-Apfelsaure Asparaginsaure. 


Oxysduren und Polyalkohole. Man kann die Oxysiuren auch als 


substituierte Alkohole betrachten und sie demgemaB mit den ent- 
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sprechenden Polyalkoholen vergleichen. Dabei ist stets COOH 
-CHOH: 
CH,OH CH,OH 


COOH CH,OH 
Glykolsiure Glykol. 
CH,OH .(CHOH),.COOH > CH,OH .(CHOH),.CH,OH 
d-Glykonsaéure Sorbit. 
Dicarbonséuren und Polyalkohole. In ahnlicher Weise sind ein: 
Anzahl von Dicarbonsdéuren heller als die entsprechenden Polyalkohole : 


COOH CH,OH COOH CH,OH 

| ~~ 4 ; CH, > CH,< 

COOH CH,OH COOH CH,OH 
Oxalsaure Glykol Malonsaure Trimethylenglykol. 


Betrachtet man zusammenfassend die verschiedenen Gruppen, 
so kann man in der aliphatischen Reihe die Reihenfolge der Geschmacks- 
helligkeiten etwa folgendermaBen ausdriicken: 


Oxymonocarbonsiuren > Oxydicarbonséuren > Dicarbonsiéiuren 


- Polvalkohole > Oxy- und Ketoalkohole > Aminoséuren, 


sofern man jeweils die entsprechenden Verbindungen mit gleicher 


Kohlenstoffzahl zum Vergleich heranzieht. Diese Reihe ist jedoch 
nur im groBen und ganzen zutreffend. 

Als das beherrschende Prinzip der Helligkeitsbezichungen laBt sich 
das Ansteigen der Helligkeit mit zunehmender Zahl und réumlicher An- 
niherung der Substituenten betrachten. 


D. Die physikalisch-chemische Bedeutung der Helligkeit 
von Geschmacksstoffen. 

Bei den anorganischen Verbindungen konnte gezeigt werden, 
daB es vorwiegend die Wirkung der Lésungswarme ist, welche die Emp- 
findung der ,.Helligkeit** hervorruft. Es konnte dort an Hand exakter 
Daten weitgehende Parallelitat beider Erscheinungen erwiesen werden. 
Fiir die Helligkeit bei den organischen Verbindungen ist dagegen ein 
solcher Nachweis nicht méglich. Es ist anzunehmen, da auch hier 
die Helligkeit durch die Lésungswirme der Geschmacksstoffe hervor- 
gerufen wird, da die Helligkeit auch bei den organischen Stoffen an die 
‘Temperaturempfindung gebunden ist, nur am ungelésten Stoff be- 
merkbar ist und in Lésung verschwindet. 


Eine Anzahl von Messungen von Lésungswairmen organischer Stoff« 
liegt in der Literatur vor!. Die Messungen beziehen sich durchwegs aut 


1 Intern. Critical Tables 5, 148 ff. 





LLosu 
bel 

mut 

zu d 
elge 
nach 
Von 
dunk 
wart 
salze 
Zeige 
Hell 
der 


Verl 
in d 


aucl 
war! 
Gro. 
Ana 
daB 
ers 


Lésl 


ware 


wer 


hery 
ohn 
von 
dem 
Eig 


Lési 
Met 
war 
lich 








‘OOH 


| eine 
ohole : 


ppen, 
acks- 


‘icher 


‘doch 


sich 


' An- 


rden, 
imp- 
ikter 
‘den. 
1 ein 
hier 
‘vor- 
1 die 

be- 


toff: 
} aul 








Beziehungen des Geschmacks zur chemischen Konstitution. 371 


ie ,,ersten** Lésungswarmen. Es sind bisher hauptsachlich die organischen 
iuren mit ihren Salzen und einige wenige Kohlenhydrate untersucht. 
kr Vergleich der Helligkeiten mit den Lésungswirmen ergibt bei den 
rganischen Verbindungen nun die merkwiirdige Beziehung, dafii einem 
Ansteigen der Helligkeit in viclen Fallen nicht eine Verschiebung der 
LOsungswarmen nach negativen, sondern nach positiven Werten entspricht. 
Bei den einfachen Dicarbonséuren verschieben sich die Lésungswiéirmen 
mit steigendem Molekulargewicht nach negativen Werten, ohne Analogie 
zu dem oben geschilderten Oszillieren der Helligkeiten. Einige Oxyséuren 
eigen nicht, entsprechend der Helligkeit, Verschiebung der L6osungswarmen 
nach negativen Werten gegeniiber den entsprechenden einfachen Séuren. 
Von den oben aufgefiihrten Paaren von Cis-trans-Isomeren haben die 
dunkler erscheinenden Transverbindungen die starker negative Lésungs- 
warme. 

Mit der Abstufung der Helligkeit stimmt dagegen iiberein, da Kalium- 
salze stets stirker negative Lésungswarmen haben als Natriumsalze. Ferner 
zeigen die Lésungswarmen der Salze organischer Sauren haufig eine den 
Helligkeiten entsprechende Abstufung, verhalten sich also anders als die 
der freien Sauren. 

In diesem Verhalten der ,,ersten’’ Lésungswirmen organischer 
Verbindungen ist eine viel geringere RegelmaBigkeit zu beobachten als 
in den Beziehungen der Helligkeiten. 

Da man wohl annehmen darf, daB die Helligkeitsbezicehungen 
auch der organischen Verbindungen angenahert den ,,ganzen** Losungs- 
wirmen entsprechen, so ist zu vermuten, daB eine Untersuchung dieser 
GréBen engere Beziehungen zur chemischen Konstitution und auch 
Analogien zu den Helligkeiten ergeben wiirden. Es ist wahrscheinlich, 
daB bei den organischen Verbindungen von den ,,ganzen** zu den 
ersten’ Lésungswarmen starke Verschiebungen eintreten, weil die 
Léslichkeiten sehr verschieden groB sind. 

Umfangreichere Messungen, speziell der ,,ganzen** Losungswarmen 
wiren daher sehr erwiinscht und versprachen theoretisch und praktisch 
wertvolle Ergebnisse ?. 


E. Die Bedeutung der Helligkeit fiir die Sinnesphysiologie. 
Wenn die Helligkeit durch die Lésungswirme der Geschmacksstoffe 
hervorgerufen wird, so wird damit die zu Anfang betonte Tatsache 
ohne weiteres verstandlich, daB die Helligkeit véllig unabhangig ist 
von solchen Eigenschaften, welche die geldsten Stoffe zeigen, wie etwa 
dem Dissoziationsgrad der Siuren oder auch von physiologischen 
Eigenschaften, wie etwa der Intensitit des sauren oder siiBen Ge- 


1 Anmerkung bei der Korrektur. Die Bestimmung der .,ganzen*‘ 
Lésungswarmen einiger organischer Verbindungen nach einer besonderen 
Methode hat in der Tat Parallelitat der Abstufung der ganzen Lésungs 
warmen und der Helligkeiten ergeben. Dariiber soll demnachst ausfiihi 
licher berichtet werden. 
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schmacks. So hat z. B. Rohrzucker etwa doppelt so starke SiBkrat 
wie Glucose, letztere ist aber wesentlich .,heller’ : ferner besitzt Sacchari: 
etwa die 200fache SiBkraft von Rohrzucker, ist aber bedeutend dunkle: 

Trotzdem bleibt die Frage zu beantworten, ob zwischen Geschmacks 
helligkeit und -qualitat irgendeine Beziehung besteht. DaB eine solch: 
nicht notwendig zu bestehen braucht, geht schon daraus hervor, dal} 
die Helligkeit und Qualitét von verschiedenen Sinnen wahrgenommen 
werden, erstere vom Temperatursinn, letztere vom Geschmackssinn 

Dennoch scheinen zum mindesten gewisse Parallelen zwische 
der Qualitat und der Helligkeit zu bestehen. So ist z. B. bei SiiBstoffen 
der Ubergang von hell nach dunkel haufig von einem Umschlag de1 


Tabelle IV. 


Vergleich der Helligkeit verschiedener Geschmacksqualitaten. 





Sib Saizig Sauer Bitter 
Hell 
(Kalt) 
Harnstoff 
m-Phenylendiamin 
Pyrogallol 
Adonit 
KNO 
d-Gluconsaure 
Glykolsiure 
Weinsaure 
NaNO, 
(itronensaure 
Erythrit 
Glutarsaure 
d-Glucose 
KCl 
Glykokoll 
Saccharose 
Maltose 
Oxalsaure 
Chininhydrochlorid 
a-Diacetonfructose 
NaCl 
Milchsaure 
a-Amidobuttersaure 
Diacetonglucose 
Adipinsaure 
Na Br 
Cholsaure 
Mg8 0, 
Glycerin 
Glykol 
LiCl 
Li J 
Dunkel 


(Warm) 
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Qualitat von siiB nach bitter begleitet : Athylenglykol siiB, Trimethylen- 
sivkol dunkler und bitter; «-Methylglucosid siiB und hell, 8-Methyl- 
glucosid dunkler und _ bitter-siB. Die aliphatischen Aminosduren 
werden mit zunehmender Kettenlange dunkler und allmahlich bitter. 
Indessen trifft diese Parallelitat nicht allgemein. z. B. nicht bei den 
Polyoxybenzolen zu. 

Betrachtet man die hellsten und dunkelsten Geschmacksstoffe 
als die Grenzen des Geschmacksgebiets, so kann man wohl von dem 
innerhalb dieser Grenzen liegenden Bereich als dem_ ,,Geschmacks- 
spektrum™ reden. Es ist durchaus wahrscheinlich, daB oberhalb und 
unterhalb von bestimmten Grenzhelligkeiten der Geschmack verloren 
veht. So sind z. B. die Natriumsalze der hohen Fettsiuren geschmacklos, 
trotz erheblicher Léslichkeit. Die Erklarung dafiir kénnte sein, daB sie 
zu ,,dunkel* sind, um noch eine Wahrnehmung mit der Zunge zu ge- 
statten. 

Um eine Vorstellung davon zu geben, wie sich die im vorhergehenden 
geschilderten Geschmacksstoffe der verschiedenen K6érperklassen in ihrer 
Helligkeit zueinander verhalten, wird in Tabelle 1V ein Vergleich der 
Helligkeiten einiger typischer Geschmacksstoffe von verschiedener Qualitat 
gegeben. Die Helligkeit nimmt von oben nach unten ab. Uber'die quanti- 
tativen Beziehungen, d.h. iiber die GréBe der Helligkeitsdifferenz von 
einem Stoff zum anderen soll damit nichts ausgedriickt sein. Die an- 
organischen Salze sind, mit Ausnahme von MgSQ,, ohne Riicksicht auf 
Nebengeschmack, in die Rubrik ,,salzig’* eingeordnet. 

Die Tabelle zeigt, daB in allen Qualitaéten sowohl helle wie dunkle 
Stoffe zu finden sind, und daB sie sich iiber den ganzen Bereich ziemlich 
gleichmaBig verteilen. Die Beispiele sind willkiirlich herausgegriffen, 
nur jeweils die hellsten und dunkelsten Stoffe in jeder Qualitaét sind die 
bis jetzt wirklich gefundenen Extreme. Die Liicke in der Reihe der bitteren 
Stoffe ist wohl nur auf die zufallige Auswahl zuriickzufiihren. 


F. Vergleich der Geschmackshelligkeit mit der Helligkeit auf 
anderen Sinnesgebieten. 

Es ist ohne weiteres méglich, die Helligkeit eines Geschmacksstoffs 
mit der Helligkeit eines Geruchsstoffs zu vergleichen. Denn die Helligkeit 
ist, im Gegensatz zu den Qualitiéten im engeren Sinne, eine nicht fiir 
jedes Sinnesgebiet spezifische (,,modale‘‘), sondern allen Sinnen gemein- 
same (,,intermodale*) Eigenschaft, die zwischen zwei Extremen konti- 
nuierlich abgestuft ist. 

Der physikalisch-chemische Effekt, welcher die Geruchshelligkeit 
hervorruft, ist sicherlich verschieden von demjenigen, welcher die Ge- 
schmackshelligkeit auslést. Denn wahrend beim Geschmack die Helligkeit 
nach der Temperaturempfindung beurteilt wird, besitzt die groBe Mehrzahl 
der Geruchsstoffe eine Helligkeit, ohne eine Temperaturempfindung hervor- 
zurufen. Nur in wenigen Fallen (z. B. Menthol usw.') kann auBer der 


1 Vgl. Skramlik, a.a.O. S. 221. 
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Helligkeit noch eine Temperaturempfindung wahrgenommen werde1 
Diese letztere Erscheinung diirfte wohl durch die Kondensations- ode) 
Verdampfungswirme des Geruchsstoffes an der Schleimhaut hervorgerute 
werden. Die eigentliche Geruchshelligkeit muB eine andere Grundlag 
als die Helligkeit der Geschmacksstoffe haben. Das geht schon darau 
hervor, daB ein groBber Teil der Geruchsstoffe nicht wasser-, sonder: 
lipoidléslich ist. 


Jedenfalls sind Geruchs- und Geschmackshelligkeit vergleichbar 
Kigenschaften der Empfindungen. Es laBt sich daher angeben, daf 
z. B. ein Geschmacksstoff heller schmeckt als ein damit verglichene: 
Geruchsstoff riecht. 


Der Vergleich einiger typischer Geruchs- und Geschmacksstoff 
ergab folgendes: 


Geschmack. Greruch. 
Lithiumehlorid (dunkel) — 1,4, 5-Xylenol (sehr dunkel) 
Glykol (dunkel) > a-Pinen (mittlere Helligkeit) 
Glykol (dunkel) < Citral (hell) 

Glykokoll (mittlere Helligkeit) > Citronellal (hell) 
d-Glucose (hell) > Laurinsaures Athyl (sehr hell). 


Diese Vergleiche zeigen, daB die dunkelsten Geschmacksstoffe noc} 
dunkler als die dunkelsten Geruchsstoffe sind. Dagegen ist das im Ge 
schmack noch dunkle Glykol schon von gleicher Helligkeit wie Geruchs 
stoffe mittlerer Helligkeit. Die hellen Geschmacksstoffe endlich sind teils 
mit den hellen Geruchsstoffen vergleichbar, teils iibertreffen sie dieselben 
betrachtlich an Helligkeit. 


Der Bereich der Geschmackshelligkeit ist demnach gréBer als 
derjenige der Geruchshelligkeit, und es laBt sich etwa sagen, daB dix 
Geruchsstoffe sich in die dunklere Halfte des Geschmacksbereiches 
‘einordnen. 


Es ist weiter méglich, Geschmackshelligkeiten mit Tonhelligkeiten 
zu vergleichen. Der Vergleich wird so ausgefiihrt, daB man den Ge- 
schmacksstoff auf die Zunge bringt und gleichzeitig eine angeschlagene 
Stimmgabel ans Ohr halt. Zwei Beispiele eines sehr hellen und eines 
sehr dunklen Geschmacksstoffes mégen dies zeigen. 


Lithiumchlorid (dunkel im Geschmack) wird in der Helligkeit eine: 
Stimmgabel mit einer Frequenz von 60 Hertz (sehr tiefer Ton) gleich 
gesetzt ; Adonit (hell im Geschmack) wird als ebenso hell wie eine Stimmgabe! 
von einer Frequenz von 5100 Hertz empfunden. Die in dem Interval! 
von 60 bis 5100 Hertz liegenden Téne entsprechen also dem Helligkeits 
bereich der hauptsachlichsten Geschmacksstoffe. 


In analoger Weise wire ein Vergleich mit den Helligkeiten aut 
anderen Sinnesgebieten méglich. 
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Die Méglichkeit solcher Vergleiche von einem Sinnesgebiet zum 
anderen (die bei verschiedenen Beobachtern recht gut iibereinstimmende 
Resultate ergeben) zeigt, daB die Geschmackshelligkeit eine mit den 
Helligkeiten anderer Sinnesgebiete identische Seite der Empfindung 
ind ihres physiologischen Substrats ist. 


Vergleich der GesetzmiaBbigkeiten von Geruchs- und Geschmackshelligkeit. 


DaB Geruchs- und Geschmackshelligkeit wesensgleich sind, laBt 
sich auch daraus schlieBen, daB im allgemeinen die GesetzmaBigkeiten 
in der Beziehung zur chemischen Konstitution (bei organischen Stoffen 
-- anorganische Stoffe sind beim Geruch nicht untersucht) fiir die 
widen Sinnesgebiete in gleicher Weise gelten. 


Die fiir den Geschmack aufgefundenen Regeln bestatigen in iiber- 

‘iegender Mehrzahl die beim Geruch gemachten Befunde und stellen 
ine wertvolle Erginzung dieser dar. Gleiche Anderungen der Kon- 
stitution bewirken auf beiden Sinnesgebieten die gleiche Anderung 
der Helligkeit. Insbesondere sind alle Faktoren, welche auf die ,,Form** 
des Molekiils und die Bindungsarten innerhalb desselben Bezug haben, 
auf Geruch und Geschmack von gleichem EinfluB: Gerade C-Ketten 
sind dunkler als verzweigte; Annaherung der Substituenten aneinander 
hellt auf. Eintritt von Doppelbindungen, RingschluB, Eintritt von 
Halogen verdunkeln. Cis- sind heller als Trans-Formen. Die beim Ge- 
schmack gefundenen Gesetze fiir die sterischen Isomerien der Polyoxy- 
verbindungen schlieBen sich logisch an die fiir Geruchsstoffe auf- 
gestellten Regeln stellungsisomerer Korper an. 


Lediglich in einigen spezielleren und noch nicht geniigend auf- 
geklarten Beziehungen, wie etwa manchen Isomerieverhaltnissen der 
Benzolderivate, sind bisher Verschiedenheiten beobachtet worden. 


Diese Ubereinstimmung ist offenbar darin begriindet, daB die 
delligkeit auf beiden Sinnesgebieten nicht nur phainomenal, sondern 
‘m Nervenvorgang, also physiologisch, dasselbe ist. Von der Geschmacks- 
ielligkeit hat sich gezeigt, daB ihr die durch die Lésungswirme hervor- 
gerufene Temperaturempfindung zugrunde liegt; fiir den Geruch ist 
noch nicht bekannt, welche Seite des Reizes die Helligkeit bewirkt. 
Beide Vorginge aber verlaufen gleichsinnig und reagieren gleichartig 
auf Verinderung der Reizstoffe. Fiir die Helligkeiten beider Sinnes- 
gebiete 1aBt sich daher allgemein sagen: 

Anderungen der Molekiilstruktur, die die Lésungswirme von positiven 
zu negativen Werten verschieben, verschieben die Empfindung — und den 
thr entsprechenden Nervenvorgang -—- von Dunkel nach Hell. 
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SchluB. 


Die Untersuchung der Geschmackshelligkeit hat die Bedeutung 
eines bisher nicht geniigend beachteten physiologischen Effektes auf- 
gezeigt und dessen Wesen und Beziehung zur Natur chemischer Ver- 
bindungen der Klarung nahergebracht. Gleichwohl bleibt das Wesen 
der eigentlichen Geschmacksempfindungen nach wie vor in Dunke! 
gehillt. Trotzdem diirfte auch fiir die Physiologie der Hinweis auf ein 
solche auf den Temperatursinn iibergreifende Nebenwirkung der Ge- 
schmacksstoffe von Interesse sein. 

Von gréBerem Nutzen scheint es zu sein, daB systematisch verwert- 
bare Beziehungen zwischen dem Geschmack und der chemischen Konsti- 
tution der Geschmacksstoffe gefunden worden sind. Damit erst wird 
eine theoretische oder praktische Auswertung dieses bisher vernach- 
lassigten Sinnesgebietes fiir die Chemie in den Bereich der Méglichkeit 
geriickt. Bei entsprechendem Ausbau und Vervollstindigung der bis- 
herigen Befunde wird sich die Untersuchung der Geschmackshelligkeit 
als einfache Priifungsmethode fiir manches sonst chemisch oder physi- 
kalisch schwieriger zu entscheidende Problem erweisen. 

Wenn ferner eine genauere Nachpriifung und Vergleichung auch 
der ,,ganzen* Lésungswarmen organischer Verbindungen. wie zu er- 
warten, der Helligkeit analoge Beziehungen erkennen lieBen, so konnte 
damit ein neuer Weg zur Erforschung des Feinbaues organischer Molekiile 
beschritten werden. 

Zusammenfassung. 


1. Im Anschlu8 an die von v. Hornbostel untersuchte Geruchs- 
helligkeit von Geruchsstoffen wird die Geschmackshelligkeit von 
anorganischen und organischen Geschmacksstoffen studiert. 

2. Die Helligkeit, die beim Schmecken der ungelisten Stoffe 
zugleich mit der Geschmacksqualitat empfunden wird, ist im wesent- 
lichen die durch die Lésungswirme der sich lésenden Stoffe hervor- 
gerufene Temperaturempfindung. 

3. Die Abstufung der Helligkeiten anorganischer Salze gehorcht 
denselben GesetzmaBigkeiten, wie sie von K. Fajans fiir die Lésungs- 
warmen aufgefunden worden sind. 

4. Diejenigen Faktoren, welche die Lésungswirmen von positiven 
nach negativen Werten verschieben, verschieben die Geschmacks- 
(Temperatur-) empfindung von Dunkel nach Hell (Warm—Kalt). 

5. Die Helligkeit organischer Geschmacksstoffe ist abhingig von 
der Anzahl und Stellung sauerstoff- und stickstoffhaltiger Substituenten 
(OH-, COOH-, CO-, OCH;-, NH,-Gruppen usw.). 

Mit steigender Zahl solcher Substituenten im Molekiil steigt die 
Helligkeit. 
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6. Die Helligkeit nimmt ab mit steigender Zah] der C-Atome bei 
inveranderter Zahl der O- und N-haltigen Substituenten. 

7. Die Helligkeit nimmt zu mit Annaherung der Substituenten 
aneinander. Sowohl Stellungs- als auch raumliche Isomerien bewirken 
Helligkeitsunterschiede im angegebenen Sinne. 

Fir die Polyaikohole und Kohlenhydrate wird ein enger Zusammen- 
hang von Helligkeit und Stereoisomerie beschrieben. 

Bei Dicarbonsiuren nimmt die Helligkeit zu mit Annaiherung der 
Carboxylgruppen aneinander. Gesattigte Dicarbonsiuren mit ungerader 
Zahl von C-Atomen sind heller als solche mit gerader Zahl von C-Atomen. 

Bei ungesattigten Dicarbonsauren sind die Cis- heller als die 'Trans- 
Formen. 

8. Bei Disubstitutionsprodukten des Benzols sind stets die meta- 
Verbindungen heller als die ortho- und para-Verbindungen. 

9. Die Geschmackshelligkeit laBt sich mit der Helligkeit auf anderen 
Sinnesgebieten (Geruch, Ton) vergleichen. 

10. Die Beziehungen zwischen Helligkeit und chemischer Konsti- 
tution gehorchen bei Geruch und Geschmack denselben Grundgesetzen. 

11. Es wird ein enger Zusammenhang zwischen den ,,ganzen* 
Léosungswarmen organischer Verbindungen und der chemis¢chen Konsti- 
tution vermutet und daher die Messung dieser Konstanten angeregt. 


Es sei mir auch an dieser Stelle gestattet, Herrn Prof. von Hornbostel 
fiir sein groBes Interesse und fiir seinen freundschaftlichen Rat bei dieser 
Arbeit zu danken. Ebenso bin ich Herrn Prof. Dr. W. Schoeller fiir seine 
freundliche Unterstiitzung durch Uberlassung wertvollen Materials groBen 
Dank schuldig. Des weiteren haben mir eine groBe Anzahl] von Fachgenossen 
seltene und wertvolle Praparate zur Verfiigung gestellt und damit die Durch- 
fiihrung der Arbeit erméglicht. Auch dafiir habe ich meinen Dank aus- 
zusprechen. Besonders verpflichtet bin ich Herrn Prof. Dr. K. Fajans fiir 


den Anteil, den er an der Arbeit genommen und damit zu einem gewissen 
AbschluB der Untersuchungen beigetragen hat. 


Uber die Lichtabsorption des Globinhimochromogens 
und iiber seine Verwendbarkeit zur Bestimmung 
des Farbstoffgehaltes des Blutes. 


Von 


Anna Dénes. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest. ) 


(Eingegangen am 20. September 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Der seinerzeit als Himochromogen bezeichneten Substanz, erhalten 
durch Reduktion von Hamoglobin oder Hamin in alkalischer Lésung, 
kommt seit den Untersuchungen von Anson und Mirsky! ein erhéhtes 
Interesse zu, indem diese Autoren zeigen konnten, a) daB es sich 
nicht, wie urspriinglich angenommen wurde, um das reine Re- 
duktionsprodukt der eisenhaltigen Komponente des Blutfarbstoffs, 
sondern um dessen Verbindung mit Globin, dem EiweiBpaarling des 
Himoglobins, handelt; b) da man von ,,Hamochromogen* schlechthin 
nicht reden kann, da es zahlreiche verschiedene Himochromogene gibt, 
die sich der Reihe nach darstellen lassen, indem man das reduzierte 
Hamatin auBer mit Globin auch mit anderen stickstoffhaltigen Sub- 
stanzen, wie Ammoniak, Pyridin, Nicotin, Hydrazin usw., koppeln 
kann. Allen diesen Hamochromogenen kommt dasselbe zweibandige 
Absorptionsspektrum zu, allerdings mit geringen Unterschieden in 
der Lage der Absorptionsmaxima. Doch sei bemerkt, daB diese Unter- 
schiede entweder tatsichlich bestehen oder aber vielleicht darauf 
zurickzufiihren sind, da die zur Darstellung von Hamochromogen 
verwendeten reduzierenden Stoffe meistens stickstoffhaltig waren, 
wie z. B. Schwefelammonium, Hydrazinhydrat usw., daher mit redu- 
ziertem Hamatin an sich schon Hiamochromogene gebildet haben 
mochten. Aus diesen Ausfiihrungen ergibt sich als interessantes Problem 
von physiologisch-chemischem Interesse die Bestimmung der Licht- 


1 J. of gen. Physiol. 12, 273, 1929. 
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ibsorption des aus Blut bzw. Hamoglobin verschiedener Tierarten 
bereiteten Hamochromogens, des sogenannten Globinhimochromogens, 
unter anderem auch mit Riicksicht auf die Méglichkeit, den Hamo- 
globingehalt einer Blutprobe auf Grund des in Globin-Haimochromogen 
verwandelten Hamoglobins zu bestimmen. Auf diese Probleme beziehen 
sich die Untersuchungen, iiber deren Ergebnisse nachfolgend berichtet 
werden soll. 


A. Versuche an Globinhimochromogen, dargestcllt aus Pferde-, Hunde- 
und Katzenhimoglobin. 


Als Ausgangsmaterial diente frisch bereitetes, kristallisiertes Oxy- 
haimoglobin vom Pferd, vom Hund und von der Katze. Die Kristalle wurden 
aus Pferde- und Katzenblut nach der Methode von Woellstdtter und Pollinger, 
aus Hundeblut nach der Methode von Hoppe-Seyler erhalten. Der Kristall- 
kuchen wurde mehreremal mit eisgekiihltem Wasser gewaschen; nur am 
Katzenhamoglobin konnte das Waschen infolge seiner groBen Léslichkeit 
und der geringen Mengen, die ich erhielt, nicht vorgenommen werden. 
Aus dem Kristallkuchen, dessen Wasser- bzw. Hamoglobingehalt durch 
Trockensuhbstanzbestimmung ermittelt wurde, habe ich etwa 100 cem 
bis etwa 0,3°,ige Lésung bereitet, diese behufs Reduktion mit Na,S8,O, 
in Pulverform und mit Lauge bis 7u einer Konzentration von 0,6° 
(Die Konzentration des verwendeten Alkal's war innerhalb gewisser Grenzen 
nicht von wesentlichem Einflu8 auf die Lichtextinktion. Ich habe an 
demselben Hundehimoglobinpraparat vergleichende Versuche in 0,2-, 0,6- 
und 1,2°,igen NaOQH-Lésungen ausgefiihrt und die Unterschiede in den 
Extinktionskoeffizienten innerhalb der Fehlergrenzen gefunden.) Damit 
die Reduktion eine vollkommene sei, habe ich '/, Stunde lang zugewartet und 
dann die kirschroten Lésungen, deren Lichtabsorption, wenn sie von dem 
Luftsauerstoff bewahrt blieben, tagelang unverdndert blieb, mit Hilfe 
eines von Martens und Griinbaum modifizierten Kénigschen Spektro- 
photometers langs des Spektralbereiches von 600 bis 500 nj untersucht. 


_, versetzt. 


Als Lichtquelle diente eine Metallfadengliihlampe in Milchglasgehause. 
Der Objektivspalt war stets 0,1 mm breit, der Okularspalt umfaBte einen 
Spektralbereich, dessen Breite im Rot 15, im Blau 5 wu betrug. Bei den 
groBen Unterschieden der Lichtabsorption innerhalb dieses Spektral- 
bereiches hatte ich die Wahl, um nicht allzu groBe bzw. allzu kleine Werte 
zu erhalten, die, wie bekannt, mit groben Fehlern behaftet sind, entweder 
die Konzentration der Lésung, oder aber die Schichtdicke zu wechseln. Ich 
wahlte letzteres und fiihrte die Ablesungen in Schichtdicken von 50 mm 
bis hinunter zu 1 mm aus, und zwar an den meisten Stellen bloB in den vier 
Quadranten, an den wichtigeren Stellen (z.B. an denen der Maxima) 
dreimal in jedem der vier Quadranten. 


Da die Lésungen in den verschiedenen Versuchsreihen von sehr 
verschiedener Konzentration waren (0,06 bis 0,28 °%), muBte die Licht- 


absorption, um verglichen werden zu kénnen, in sogenannten spezi- 
fischen Extinktionskoeffizienten ausgedriickt, d. h. auf 0,1°, urspriing- 
lichen Oxyhaimoglobingehalt bezogen werden. Die Konzentration der 
untersuchten Lésungen ergab sich a) aus der genau abgewogenen Menge 
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Tabelle II. 


Mittelwerte der spezifischen Extinktionskoeffizienten des Globinhamo- 
chromogens. 





Mitte des Spektral- 


Gesamtmittel- 


ausschnittes vom Pferd vom Hund von der Katze wert 
609.8 oe 0,029 0,029 0,029 
590.8 0,047 0,047 0,041 0,045 
579.8 0,081 0,088 _ 0,085 
568.0 0,324 0,343 0,304 0,324 
560.8 — 1,25 1,20 1,23 
558.4 1,58 1.55 1.56 1,56 
557.1 1,69 1.67 1,68 1,68 
555.8 1,73 1,71 1,73 1,72 
554,8 1,67 1,65 1,68 1,67 
553.5 1,59 1,57 1,60 1,59 
552.9 1,52 1,50 1,54 1,52 
551,7 1,37 1,37 1,39 1,38 
543.7 0.612 0.608 0,603 0,608 
542.3 0.577 0.578 0,566 0.574 
541.2 0,555 0.561 0 546 0,554 
540.0 0,546 0,547 0.537 0543 
539.0 0,547 0,555 0.538 0,547 
537.8 0.561 0,567 0.550 0,559 
537.4 — 0,569 0.555 0,562 
536.8 0,576 0.581 0,572 0.576 
535.2 0.620 0.628 0.610 0.619 
534.2 0,646 0,655 0,643 0.648 
529.6 0,790 0,792 0,779 0,787 
528.5 0.809 0.809 O.S801 0.806 
528.0 0.815 0.815 0,809 0,813 
527,1 0,822 0,823 0,817 0.821 
526.1 0.817 0,812 0.809 0.813 
525,2 0,802 0,809 0,797 0,800 
524,3 0,781 0,778 0,779 0,780 
520,5 0,664 0,672 0,668 0,668 
514.9 0,517 0,510 0,518 OD15 
510.0 0,383 —_ 0,383 0,383 
500.4 0,229 — 0,232 0,231 


des Oxyhaimoglobins, die dem Kristallkuchen entnommen wurde, und 
b) aus dem Trockensubstanzgehalt des letzteren. Zur Bestimmung 
des Trockensubstanzgehalts wurden zwei bis drei genau abgewogene 
Portionen des Kristallkuchens bei maBiger Warme getrocknet, luft- 
trocken wieder gewogen, fein pulverisiert, genau gewogene Mengen 
des Pulvers bei 105°C im Glycerintrockenschrank bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. Diese spezifischen Extinktionskoeffizienten sind 
in Tabelle I, die Mittelwerte von je einer Tierart in Tabelle II 
zusammengestellt. 

Die Ubereinstimmung der fiir je einen Spektralausschnitt er- 
haltenen Werte ist eine recht gute, sei es beziiglich der Versuchsreihen, 
die sich auf eine Tierart beziehen, sei es beim Vergleich der Mittelwerte 
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der auf verschiedene Tierarten beziiglichen Daten. Diese Mittelwert 
habe ich als Ordinaten in ein Koordinatensystem eingetragen, auf desser, 
Abszissenachse die Wellenlangen verzeichnet sind; auf diese Weis: 
entstand die in Abb. 1 wieder 
gegebene  Absorptionskurve — de: 


© i i 

Ms \ Globinhamochromogens. 
& jd | ‘ ° ° Pf 

> | Aus obiger quantitativer Uber 
7) } einstimmung folgt unmittelbar dix 
2 gs bind Hay | qualitative: Die Lage der beiden 
< 96} ft ge NE | Absorptionsmaxima und des da- 
§ ov} — os I zwischenliegenden Minimums ist. 
5 44 pf wie schon Anson, Barcroft, Mirsky 
+ Oe eal a « 


3 Lig 600 590 500 570 BO 550 5YD 530 520 Slyiyse und Oinuma! gefunden haben, be- 

Abb. 1. ziiglich der drei genannten Tierarten 

die gleiche. Das eine sehr scharfe 

Maximum liegt bei 555,8 yu, das zweite weit schwachere bei 527,1 paw 

und das Minimum zwischen den beiden bei 540,0 wu. Hoppe-Seyler* 

fand die Maxima bei 556,0 und 520,4.uu, L. Lévy® bei 556,4 und 

520,4 uu, S. Blesezynska* bei 559,8 und 529,0 pte. 

Aus den spezifischen Extinktionskoeffizienten, an den Stellen 

der beiden Maxima berechnet, ergeben sich fiir das Absorptionsverhaltnis 
die Werte A;;5. = 0,0005814 und A5.,, = 9,001218. 


B. Versuche an Globinhimochromogen, dargestellt aus Rinder- und 
Menschenhimoglobin. 

Wahrend, wie vorangehend gezeigt wurde, die Lichtabsorption 
des Globinhimochromogens aus Pferde-, Hunde-, Katzenhimoglobin 
eine weitgehende Ubereinstimmung zeigt, verhalten sich die aus Rinder- 
hamoglobin bereiteten Hamochromogenlésungen anders, indem anfangs 
sogar die parallelen Versuchsreihen sehr bedeutende Unstimmigkeiten 
aufwiesen, die erst in weiteren Versuchsreihen, und auch da nicht voll- 
kommen, behoben werden konnten. Es zeigte sich nimlich, daB die 
Reduktion in alkalischer Lésung hier weit langsamer vor sich geht als 
an den anderen Himoglobinarten, was sich vollkommen mit der von 
Kriiger® zuerst beobachteten Tatsache der auffallend schweren Abspalt- 
barkeit der eisenhaltigen Komponente aus Rinderoxyhimoglobin 
deckt. Dann ist es aber begreiflich, daB, wenn die Ablesungen nach 


Proc. Roy. Soc. London (B.) 97, 61, 1925. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 18, 477, 1889. 
Ebenda. 
Recherches sur les Hémochromogénes et sur les Hématines réduites 
libres ou combinées. Paris, Imprimerie P. et A. Davy, 1928, 8S. 10. 
5 Zeitschr. f. vergl. Physiol. 2, 254, 1925. 
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einer halben Stunde begonnen werden, in verschiedenen Versuchsreihen 
verschiedenste Werte erhalten werden kénnen, da ja die Spaltung des 
Blutfarbstoffmolekiils zu dieser Zeit noch nicht vollendet ist bzw. ganz 
verschieden weit vorgeschritten sein kann. Wenn auch nicht tadellose, 
doch brauchbare Resultate sind nur zu erhalten, wenn man entweder, 
wie bei den anderen Blutarten, 0,6°, Lauge verwendet, jedoch nicht 
'/, Stunde, sondern mindestens 24 Stunden lang stehen laBt; oder aber, 
wenn man eine etwa zehnmal starkere Lauge verwendet. Unter diesen 
Umstiainden kénnen aber entweder waihrend des langen Stehens, oder 
aber infolge der starken Laugenwirkung Nebenvorginge einsetzen (Neu- 
bildung oder Abblassen von Farbstoffen), denen zufolge sich stérende 
Unterschiede in den parallelen Versuchsreihen einstellen. Immerhin 
gaben aber vier an Rinderglobinhimochromogen ausgefiihrte, bier nicht 
naher mitgeteilte Versuchsreihen im Mittelwert einen ahnlichen Verlauf 
der Absorptionskurve, wie auf 8. 382 abgebildet ist. Namentlich ergab 
sich auch, da8 sich die zwei Maxima bei 555,8 bzw. bei 527,1 wu, das 
dazwischengelegene Minimum bei 540,0 uu, also an denselben Stellen 
befinden, wie beziiglich des Pferde-, Hunde- und Katzenglobinhimo- 
chromogens gezeigt wurde, und daB auch die spezifischen Extinktions- 
koeffizienten an diesen Stellen denselben Wert haben: 1,78 bzw. 0,833 
bzw. 0,543 (bei den erwihnten anderen Haimochromogenen 1,72 bzw. 
0,821 bzw. 0,543). 

Aus kristallisiertem, nach Aszédi' aus Menschenblut hergestelltem 
Hamoglobin wurden ebenfalls Lésungen von Globinhamochromogen und 
zwar in drei Versuchsreihen hergestellt und ihre Lichtabsorption bestimmt. 
Die Divergenzen zwischen den parallelen Werten waren hier teilweise noch 
gréBer als an Rinderglobinhaimochromogen, daher nur das wichtigste Er- 
gebnis mitgeteilt sei, darin bestehend, da a) sich die beiden Maxima und 
das Minimum wieder an den oben erwahnten Stellen fanden, b) die spezifi- 
schen Extinktionskoeffizienten einen von den obigen etwas abweichenden 
Wert haben, und zwar 1,83 bzw. 0,862 bzw. 0,579. 


C. Himoglobinbestimmungen im Vollblut auf Grund des Globinhimo- 
chromogengehaltes. 


Die Spektrophotometrie wurde seinerzeit von Vierordt zur Konzen- 
trationsbestimmung von Farbstoffen in verschiedenen physiologischen 
Fliissigkeiten, dann von Hiifner zur Konzentrationsbestimmung des 
Hamoglobins im Blute vorgeschlagen. In der Tat laBt sich in reinen 
Lésungen von Hamoglobin die Konzentration auf Grund der Gleichung 
c = eA (wo man mit ¢ die in Gramm ausgedriickte Menge des in 1 cem 
der Lésung enthaltenen Farbstoffs, mit ¢ der aus den Ablesungen be- 
rechnete Extinktionskoeffizient, mit A aber eine Konstante, von Vicrordt 


1 Diese Zeitschr. 252, 212, 1932. 





384 A. Dénes: 


als Absorptionsverhaltnis bezeichnet) mit hinreichender Genauigkeit 
feststellen, jedoch nicht mit derselben Sicherheit im Blute. Die Vor- 
bedingung einer solchen Bestimmung ist namlich, daB die Lichtabsorption 
aller anderen im Blute anwesenden Farbstoffe im Vergleich zu der des 
Hamoglobins vernachlassigt werden kénne, das Blut sich aber in bezug 
auf seine Lichtabsorption so verhalte, wie eine Lésung von reinem 
Hamoglobin. Das sichere Kriterium einer solchen Reinheit ist aber das 
Verhalten des Quotienten der Extinktionskoeffizienten an zwei be- 
stimmten Stellen des Spektrums, und zwar an den beiden bereits er- 
waihnten, von Hiifner hierfir gewahlten Stellen 560,8 und 537,4 wu. 
In reinen Lésungen von Oxyhaimoglobin erhailt man fiir diesen Quo- 
tienten stets 1,58 bzw. nach spateren Autoren etwa 1,60, hingegen nach 
den Erfahrungen in diesem Institut auch in solchen Blutproben, in 
denen sicher alles Haimoglobin durch Schiitteln mit Luft oder mit 
Sauerstoff in Oxyhimoglobin verwandelt wurde, zuweilen erheblich 
geringere Werte. Dann ist aber eine richtige Berechnung der Hamo- 
globinkonzentration aus den Extinktionskoeffizienten und dem Ab- 
sorptionsverhaltnis unméglich. Nun war aber die Méglichkeit gegeben, 
daB das im Vollblut enthaltene Hamoglobin, einmal in Hamochromogen 
verwandelt, sich fiir obige Zwecke besser als das Oxyhamoglobin ver- 
wenden 1iBt; einmal, da seine maximale Lichtabsorption etwa doppelt 
so groB ist als die des Oxvhimoglobins, daher die stérende Wirkung der 
fremden lichtabsorbierenden Stoffe halb so groB ins Gewicht fallt, 
andererseits, weil z. B. auch die Sorge fiir entsprechende Sattigung 
mit Sauerstoff hier entfallt. Als Kriterium der Reinheit kann auch 
hier der Quotient der Extinktionskoeffizienten an zwei Stellen des 
Spektrums dienen; dech muBten hier andere als die von Hiifner vor- 
geschlagenen Stellen gewaihlt werden, da bei 560,8 uu die Absorptions- 
kurve des Himochromogens sehr steil ansteigt, daher der geringste 
Fehler in der Einstellung des erwiinschten Spektralausschnittes an sich 
schon zu sehr bedeutenden Abweichungen fiihrt. Hingegen ist fiir 
diese Zwecke das Verhaltnis der Extinktionskoeffizienten an den Stellen 
der beiden Maxima, also €55),¢: &9;,, sehr geeignet. Aus den Mittel- 
werten der jeweils am Globinhimochromogen des Pferdes, der Katze 
und des Hundes erhaltenen Daten der Tabelle II lassen sich fiir jenen 
Quotienten die Werte 2,10 bzw. 2,12 bzw. 2,07 errechnen. Da der maxi- 
male Unterschied zwischen diesen Zahlen nicht mehr als 2,5 °% ausmacht, 
ist es durchaus gerechtfertigt, fiir den Quotienten cinen Gesamtmittel- 
wert von 2,10 einzustellen. (Aus den weniger gut iibereinstimmenden, 
an Rinder- und Menschenhimochromogen erhaltenen Daten lassen sich 
die Quotienten 2,16 bzw. 2,11, also ganz ahnliche Werte, errechnen.) 

Nun fragt es sich, ob dieser Quotient auch fiir das Globinhimo- 
chromogen im Vollblut giiltig ist; denn nur in diesem Falle kann man 
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Tabelle III. 





Hamoglobingehalt 


Verdiinnt in 
i 


Biutart Blut auf 555.8 €597. £555.8 : £597. 0 

ecm ecm a b aus a aus b 
1.Hund .. 0,5 100 1,615 0,784 2,06 18,8 19,1 
2 - 05 100 1,621 0,798 2.03 15,8 19,4 
a 3s 05 100 1,539 0,743 2,07 17,9 18,2 
os ees 04 100 1,191 0.575 2,07 17,3 17,5 
Big “— 1.5 100 3,289 1,587 2.07 12,7 12,9 
6. .« a 0,4 100 1.415 0.685 2.07 20.7 90.9 
= ae 0,4 100 1,240 0.599 2,97 18.0 18,2 
1. Mensch . 0,4 100 1,132 0,545 2.03 16,4 16.6 
4 . 0,4 100 1,225 0.585 2.09 17,8 17,8 
3. ‘ . | 02 50 1,220 0,585 2.09 17,7 17,8 
4. . : 0.4 100 1,005 0,476 2.11 14.6 14,5 
1. Kaninchen 0,5 100 1,186 0,568 2,09 13,8 13,8 
2) a 0,5 100 1,119 0,534 2.09 13.0 13,0 
3 = 0.5 100 1,348 0,654 2.06 15,7 15.9 
4. -_ 05 100 1,145 0,537 2.13 13,5 13,1 


daran denken, den Farbstoffgehalt des Blutes aus den Extinktions- 
koeffizienten an den beiden genannten Spektralstellen mit Hilfe der 
fir A ermittelten Konstanten zu ermitteln und so zwei iiberein- 
stimmende, daher auch verlaBliche Werte zu erhalten. In Tabelle II] 
habe ich die Ergebnisse einiger Versuche zusammengestellt, aus denen 
hervorgeht, daB der in obigem vorgeschlagene Weg wohl gangbar ist. 
Hunden wurde ein genau abgemessenes Volumen Blut entnommen, 
mit verdiinnter Lauge entsprechend verdiinnt, mittels Na, S,O, reduziert, 
nach einer halben Stunde an den Spektralstellen 555,8 und 527,1 su 
die Extinktionskoeffizienten bestimmt und deren Quotienten berechnet. 
Wie zu ersehen ist, hatten die Quotienten durchweg angenahert den- 
selben Wert wie in den an reinen Hamochromogenlésungen angefiihrten 
Versuchen, woraus gefolgert werden kann, daf an der Lichtabsorption 
der Blutproben andere Farbstoffe nicht beteiligt sind. Dementsprechend 
konnte auch mit Hilfe der A-Werte und unter Beriicksichtigung der 
stattgehabten Verdiinnung der Hamoglobingehalt der Blutproben 
berechnet werden, und zwar mit dem Ergebnis, daB die an den beiden 
Spektralstellen erhaltenen Werte miteinander gut, oft vorziiglich tiberein- 
stimmten. Des weiteren habe ich auch einige Versuche an Menschenblut 
ausgefiihrt. Auch hier stimmte der Wert der Quotienten, ob in Lé- 
sungen von reinem Himoglobin, ob in verdiinntem Blute bestimmt, 
iiberein, so daB die Berechnung der Konzentration auch hier an zwei 
Spektralstellen méglich war. Nun hatte ich die Wahl, mit den an Pferde- 
Hunde- und Katzenhimochromogen mit groBer Sicherheit ermittelten 
A-Werten zu rechnen, oder aber diese Konstanten aus den an Menschen. 
Globinhimochromogen erhaltenen, weniger sicher festgestellten Ex- 
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tinktionskoeffizienten abzuleiten. Ich wahlte den erstgenannten Vor 
gang. Endlich habe ich auch einige Bestimmungen an Kaninchenblut 
vorgenommen. Da ich fiir den Quotienten auch hier denselben Wert 
erhielt, hielt ich mich fiir berechtigt, der Konzentrationsberechnung 
obige A-Werte zugrunde zu legen. Die an beiden Spektralstellen e1 
haltenen Werte stimmten gut miteinander itiberein. 


In dieser auf Anregung und unter Leitung des Herrn Prof. P. Har 
ausgefiihrten Arbeit wurde 

1. die Lichtabsorptionskurve des Pferde-, Hunde-, Katzen-Globin- 
haémochromogens bestimmt und gleich verlaufend gefunden (Globinhamo- 
chromogen vom Rind und vom Menschen haben einen etwas ab- 
weichenden Verlauf) ; 

2. gefunden, dap ein Maximum der Lichtabsorption bei 555,8 up, 
ein zweites bei 527.1 wy, dazwischen ein Minimum ber 540.0 pu gelegen ist : 

3. aus den Extinktionskoeffizienten an den Stellen der beiden 
Maxima das Absorptionsverhilinis (Vierordt) zu As;5 3 = 0,0005814, 
Aso, = 9,001218, der Quotient &555 5: &597. zu 2,10 gefunden; 

4. gezeigt, daB aus den an diesen beiden Stellen abgelesenen E xtinktions- 
koeffizienten und obigen A-Werten der Farbstof{gehalt des Blutes berechnet 
werden kann. 
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Uber einige physiko-chemische Erscheinungen wiihrend 
der Regeneration. 


IV. Mitteilung: 
Uber das Oxydations- Reduktionspotential der 
Gewebe einer regenerierenden Axolotlextremitit. 


Von 
N. Okuneif. 


(Aus dem Laboratorium fiir experimentelle Zoologie und Morphologie der 
Tiere an der Akademie der Wissenschaften, Leningrad.) 


(Eingegangen am 20. September 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In den friiheren Mitteilungen! wurde von mir tiber einige physiko- 
chemische Erscheinungen wahrend der Regeneration berichtet, die 
davon zeugen, daB im regenerierenden Gewebe Anderungen des Stoff- 
wechsels zu erwarten sind. Um dem Verstindnis dieser Anderungen 
naherzukommen, mu8 man iiber die Grunderscheinungen der Energetik 
des lokalen Regenerationsprozesses im klaren sein. In erster Linie 
erweckt Interesse die Frage nach der Energie der Oxydationsprozesse 
am Regenerationsort. Um nun die aufgestellte Frage befriedigend be- 
antworten zu kénnen, schien es mir notwendig, mit den Messungen 
des sogenannten Oxydations- Reduktionspotentials (Oxy.-Red.- Potential) 
im Regenerationsgewebe zu beginnen. Denn gerade die Héhe des ge- 
nannten Potentials gibt iiber das ,,Sauerstoffbediirfnis der Gewebe“ 
sowie iiber die Intensitat der Oxydationen und Reduktionen allgemeine 
Auskunft. 


Material und Methodik der eigenen Untersuchungen. 


Zu den Versuchen dienten mir 8 bis 12 Monate alte Axolotl. Bei den 
Tieren wurden die Extremitaéten an der Stelle des Handwurzelgelenkes 


1 N. Okuneff, diese Zeitschr. 195, 421, 1928; 208, 328, 1929; 212, 
1, 1929. 
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amputiert und das Oxydations-Reduktionspotential der Gewebe de: 
Regenerationsknospe in verschiedenen Zeitintervallen nach der Amputatio: 
bestimmt. Im Zusammenhang mit den Befunden in Versuchen zur Be 
stimmung der aktuellen Reaktion und der Pufferung untersuchte ich da 
Oxy.-Red.-Potential des Regenerationsgewebes an folgenden Tagen nac! 
der Amputation: 2, 5, 7, 10, 12, 15, 21 und 30. Jedesmal wurde das auBerlich: 
Aussehen des Regenerats notiert. Im ganzen wurden iiber 200 Messunge: 
des Oxy.-Red.-Potentials im Regenerationsgewebe ausgefiihrt. Das Oxy. 
Red.-Potential wurde von mir elektrometrisch bestimmt. Als Bezugs 
elektrode diente die Kalomelelektrode mit gesattigter KCl-Lésung. Di 
Elektrode zur Messung des Oxy.-Red.-Potentials wurde folgendermaBen 
hergestellt. Als ElektrodengefaB gebrauchte ich die von mir beschrieben 
Form der Mikro-chinhydronelektrode!. Die Elektrode selbst bestand aus 
einem 2mm langen und 0,4mm breiten Platindraht. Die Messungen 
wurden ohne Platinierung der Elektrode ausgefiihrt, denn spezielle Kontroll- 
versuche zeigten mir, daB die Platinierung die Empfindlichkeit der Elektrode 
zwar erhoht, zugleich aber gréBere Schwankungen der Einzelbestimmungen 
ergibt (dabei scheint neben der Dauer der Platinierung Stromdichte, 
Konzentration der Platinierungsfliissigkeit, Abwaschungszeit u. dgl. eine 
Rolle zu spielen). Fiir die Genauigkeit der Messungen erschien es von Be- 
deutung, daB die Elektrode vom Gewebe ganz bedeckt war. Sehr schwe1 
war es, zu entscheiden, wann das endgiiltige Potential abgelesen werden 
muBbte. Denn wie zuerst von Cannan, Cohen und Clark? beobachtet wurde 
(vgl. auch Michaelis*), erhalt das Oxy.-Red.-Potential des Gewebes mit 
der Zeit immer mehr negative Bedeutung. Bei meinen Messungen (unter 
Luft) erwies es sich, daB das Oxy.-Red.-Potential nach anfanglichem Fallen 
eine zeitlang um einen gewissen Mittelwert herum schwankt und dann 
etwas zu steigen beginnt. Spater verlieren die Schwankungen des Oxy.- 
Red.-Potentials ihre RegelmaBigkeit. Es ist interessant, da®B ich fiir tote 
Gewebe zwar anfangliches Abfallen des Potentials beobachten konnte 
aber keine RegelmaSigkeiten in den Zeitkurven (dariiber wird ausfiihrlicher 
in einer spateren Mitteilung berichtet werden). Um vergleichbare Resultate 
zu erhalten, war ich gezwungen, verschiedene Regenerationsstadien sowie 
die Normalextremitét durch einen bestimmten Wert des Oxy.-Red.- 
Potentials zu charakterisieren. Zu diesem Zwecke wahlite ich den Mittel- 
wert, um welchen herum das Oxy.-Red.-Potential nach anfanglicher 
Senkung eine Zeitlang schwankt. Dieses geschieht nach meinen Beob- 
achtungen etwa 15 bis 45 Minuten nach der Einsteckung der Elektrode und 
dauert 5 bis 15 Minuten (ausfiihrlicher dariiber siehe bei 3.). Kaum 
aber kann das lebende Gewebe bei auBerst groBer Labilitét der Lebens- 
erscheinungen durch eir bestimmtes Oxy.-Red.-Potential charakterisiert 
werden. Eben seine Anderung bzw. Schwankungen scheinen fiir wirklich 
lebende Gewebe charakteristisch zu sein. Das ganze erhaltene Ziffern- 
material wurde nach den Grundlagen der Variationsstatistik bearbeitet 
(Berechnung der mittleren quadratischen Abweichung, des mittleren 
Fehlers u. dgl.). 


1 N. Okuneff, diese Zeitschr. 210, 1, 1929. 
? R. Cannan, B. Cohen u. Clark, Public Health Reports, Suppl. Nr. 55, 
10, 1926. 


* L. Michaelis, Die Oxydations-Reduktionspotentiale. Berlin 1929. 
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Eigene Untersuchungen. 
Die Resultate der hierzugehérigen Versuche sind zusammen- 
fassend in Tabelle I dargestellt. 


Tabelle I. 





Mittlere GréBe ‘ oT ne 

' jaseciietaiasialescnsd eesti) dor Mittlere Mittlerer a 

Objekt Eh Messungen quadratische Fehler :\m 2 +m} 
in Milli- rH Abweichung = (fiir Eh) (fiir Eh) 

Normalextremitat . + 225) 22.1 38 + 1,54 + 0,249 

2 Tage alte) , + 185 20,3 20 + 1,01 + 0,225 12,1: 1 
= ‘ 2 + 192 20,1 20 + 1,15 + 0,257 91:1 
, « . Se +182 20,0 20 + 1,83 + 0,409 8,9: 1 
0 , » L#e +179) 20,1 20 + 2.36 L 0,527 7,9:1 
2, » ($8) +180/203) 20 +391  +0,874 4.9:1 
i.e » | & +188) 20,9 25 + 1,99 + 0,398 9,2:1 
ae . Ss +191 20,7 20 + 1,56 + 0,348 80:1 
ae Te + 224 22,1 20 + 2.01 + 0,449 1,9:1 





Aus den Zahlen der Tabelle I sehen wir folgendes: 

1. Das Oxy.-Red.-Potential der Gewebe der Normalextremitat 
des Axolot] kann durch den Wert fiir Lh ungef. = + 225 Millivolt charak- 
terisiert werden. Wenn man die von mir erhaltenen Werte fiir py der 
Normalextremitat beriicksichtigt (siehe Okwuneff, |. c.), so erhalt man 
fiir rH den Wert von ungefihr 22,1. Es ist zu bemerken, daB eine Reihe 
von Verfassern ahnliche Eh- bzw. rH-Werte fiir verschiedene biologische 
Objekte erhalten hatten (siehe z. B. Brooks!, Aubel, Aubertin und 
Mauriac*, Hanke und Tuta*, ferner die theoretisch berechneten Werte 
von Wurmser* u. a.). 

2. Im Vergleich zu den normalen Geweben charakterisiert sich 
das Gewebe des Regenerats durch ein niedrigeres Oxy.-Red.-Potential. 
Der Unterschied betragt bis 46 Millivolt, auf rH berechnet bis 2,1 Einh. 
DaB dieser Unterschied den Untersuchungsfebler weit tibertrifft, zeigt 
die letzte Ziffernkolonne der Tabelle I, wo das Verhaltnis der Unter- 
schiede zur Quadratwurzel ays der Summe der Quadrate der mittleren 
Fehler angegeben ist. 

3. Uber den Zusammenhang zwischen der Héhe des Oxy.-Red.- 
Potentials und dem Regenerationsstadium laéBt sich folgendes sagen: 
a) Das Sinken des Oxy.-Red.-Potentials wird schon vom zweiten Regene- 
rationstage an beobachtet, b) ein niedriges Oxy.-Red.-Potential wird 


1 M. Moldenhauer-Brooks, Amer. J. of Physiol. 76, 360, 1926. 

2 EH. Aubel, E. Aubertin u. P. Mauriac, C. r. soc. biol. 98, 589, 1928. 
3 M. Hanke u. J. Tuta, J. of biol. Chem. 78, 36, 1928. 

4 Wurmeer, zitiert nach J. Needham u. D. Needham, 1. c. 
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wahrend des ganzen Regenerationsprozesses beobachtet, so daB normal 
Werte fiir das Oxy.-Red.-Potential erst am 30. Tage nach der Amputation 
gefunden werden (s. Abb. 1). 





Abb. 1. 


Auf der Abszisse sind die Tage nach der Amputation der Axolotlextremitét abgetragen, auf der 
Ordinate die Werte fiir EA (in Millivolt) und rH. Fiir rH miissen die angefiihrten Zahlen durch 1 
dividiert werden. 


4. Die Schwankungen von EA und von rH verlaufen im all- 
gemeinen parallel. 
Zusammenfassung. 


Aus den oben mitgeteilten Messungen ist zu ersehen, daB das 
Oxy.-Red.-Potential des Regenerationsgewebes im Vergleich zu dem 
entsprechenden Potential des normalen Gewebes erniedrigt erscheint. 
Diese Erniedrigung beginnt sehr frih und dauert wahrend der ganzen 
Regenerationsperiode. 

Was bedeutet diese Erniedrigung des Oxy.-Red.-Potentials ’ 

Das niedrige Oxy.-Red.-Potential, welches das Tiergewebe als 
Regel zeigt, ist zwar schon seit langem bekaunt (vgl. das Ehrlichsche 
, Sauerstoffbediirfnis der Gewebe™), aber bis jetzt wenig aufgeklart. 
Am wahrscheinlichsten erscheint die Vermutung, daB die tierischen 
Gewebe bzw. Zellen reduzierende Substanzen in die benachbarte 
Flissigkeit abgeben. Eben durch diese reduzierenden Substanzen wird 
das Oxy.-Red.-Potential erniedrigt. Die genannten Substanzen ent- 
halten wahrscheinlich Sulfhydrylgruppen (SH). sind also etwa von der 
Natur des Glutathions (vgl. Michaelis, 1. c.). 

Von diesem Standpunkt aus miBte man also annehmen, daf 
es wahrend der Regeneration am Regenerationsort zu einer lokalen 
Anhaufung von reduzierenden Substanzen kommt. Ihren Ursprung 
koénnen diese Substanzen in den Zerfallserscheinungen haben, die bei 
der Regeneration stattfinden (vgl. Wendelstadt!, Gleiser®, Fritsch*), und 


1 Wendelstadt, Arch. f. mikrochem. Anat. 63, 766, 1903/04. 


2 


* K.Gleiser, Arch. f. mikr. Anat. u. Entwicklungsgesch. 75, 1, 1910. 
3 C. Fritsch, Zool. Jahrb. 30, 377, 1911. 
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in letzter Zeit auch vom biochemischen Standpunkt aus charakterisiert 
wurden (siehe Okuneff, l.c.). Im Zusammenhang damit ist es sehr 
interessant, da} von mehreren Verfassern (Needham', Roffo und Correa?, 
Pantier® u.a.) gerade bei den Erscheinungen der Cytolyse ein niedriges 
Oxy.-Red.-Potential beobachtet wurde. 

Etwas schwieriger ist von diesem Standpunkt aus die Erniedrigung 
des Oxy.-Red.-Potentials in spiteren Stadien der Regeneration zu 
erklaren, wo alle Zerfallserscheinungen lingst aufgehért haben. Méglicher- 
weise werden auch die Prozesse der Differenzierung bzw. Dedifferen- 
zierung von einer Bildung reduzierender Substanzen begleitet. Jeden- 
falls sind spezielle Untersuchungen auf diesem Gebiet sehr wiinschens- 
wert. 

Welche biologische Bedeutung hat nun die Erniedrigung des Oxy.- 
Red.-Potentials am Regenerationsort ? Einerseits kann die Erniedrigung 
des Oxy.-Red.-Potentials als Signal eines értlichen Sauersto{fmangels 
angesehen werden, eines erhdhten ,,Sauerstoffbediirfnisses des Regene- 
rationsgewebes**. 

Andererseits aber bedeutet, wie oben gesagt, héchstwahrscheinlich 
diese Erniedrigung des Oxy.-Red.-Potentials értliche Anhaufung 
reduzierender Substanzen, vor allem solcher, die durch Anwesenheit 
von Sulfhydrylgruppen gekennzeichnet sind. Nun wissen wir aber, 
daB diese reduzierenden Substanzen gréBte Bedeutung bei den Oxy- 
dationserscheinungen haben (vgl. Kendall und Nord*, Tunnicliffe', 
Cannan, Cohen und Clark, |. c.). So nimmt z. B. im Vakuum getrocknete 
Muskulatur Sauerstoff auf unter Einwirkung von Glutathion in der Menge 
von 400 cem pro Gramm®. Man kénnte also annehmen, da8 die Er- 
niedrigung des Oxy.-Red.-Potentials bzw. Anhéufung von reduzierenden 
Substanzen die, Oxydationsprozesse am Regenerationsort erleichtert, 
fordert. Méglicherweise kommt es dabei zu einer besseren Ausnutzung 
des vorhandenen Sauerstoffs. Wenn man nun bedenkt, daB am Regene- 
rationsort besonders am Anfang der Regeneration (wo auch das Oxy.- 
ted.-Potential am niedrigsten ist) infolge lokaler Blutkreislaufstorungen 
eine mangelhafte Sauerstoffversorgung der Gewebe besteht, so wird 
die groBe Bedeutung der Anhaiufung von reduzierenden Substanzen 
am Regenerationsort, die das Oxy-.Red.-Potential erniedrigen, fiir die 
Férderung der Oxydationen am Regenerationsort ganz zweifellos. 


1 J. Needham u. D. Needham, Protoplasma 1, 255, 1927. 

2 Roffo u. Correa, zit. nach J. Needham u. D. Needham. 

3 Paktier, zitiert nach J. Needham u. D. Needham. 

4 BE. Kendall u. J. Nord, J. of biol. Chem. 69, 295, 1926. 

5 H. Tunnicliffe, Biol. Rev. of the Cambridge Physiol. Society 9, 
80, 1926. 

® Hopkins u. Dixon, zit. nach O. Firth, Lehrb. d. physiol. u. pathol 
Chem. 2, 527, Leipzig 1927. 
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Die Erniedrigung des Oxy.-Red.-Potentials im Regenerationsgewel, 
bedeutet also nicht nur, daf das Sauerstoffbediirjnis des Gewebes erhdl. 
tst, sondern auch, dap zuglewh die drtlichen Oxydationsprozesse durc 
Anhdufung reduzierender Substanzen gefordert werden. 


SchluBfolgerungen. 


1. Das Gewebe einer regenerierenden Axolotlextremitat zeigt 
ein niedrigeres Oxydations-Reduktionspotential als das Gewebe eine: 
Normalextremitat. 

2. Die Erniedrigung des Oxy.-Red.-Potentials beginnt schon 
vom zweiten Regenerationstage an und dauert wahrend der ganzen 
Regenerationsperiode. 

3. Die Erniedrigung des Oxy.-Red.-Potentials im Regenerations 
gewebe ist wahrscheinlich auf 6rtliche Anhaufung reduzierender Sub- 
stanzen vom Charakter des Glutathions zuriickzufiihren. 

4. Die biologische Bedeutung der Erniedrigung des Oxy.-Red.- 
Potentials ist eine doppelte: einerseits ist diese Erniedrigung als Signa! 
des erhéhten Sauerstoffbediirfnisses des Regenerationsgewebes auf- 
zufassen, andererseits aber weist sie auf die Anhaufung am Regene- 
rationsort der die Oxydationsprozesse fordernden reduzierenden Sub- 
stanzen, wie Glutathion, hin. 








Th 


wo 


suc 
ang 
wir 
Kig 


die 


Am 
nur 
Sta 


k61 


gru 


erst 








ewel 
; rhoh: 
dure: 


Pg yy y? 
Zelg 


eine! 


schon 
inzen 


rlons 
Sub. 


Red.- 
igna! 

auf- 
yene- 
Sub- 





Uber die Bindung der Biokolloide. 


XI. Teil: 
Theoretische Betrachtungen iiber die Bindung zwischen zwei Proteinen. 


Von 
St. J. von Przytecki. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 


(Eingegangen am 21, September 1932.) 


Die bis jetzt durch uns untersuchten Systeme bildeten/ Komplexe, 
wo nur die eine Komponente ein EiweiSkérper war. 

In diesem Teil, sowie in einigen weiter folgenden, werden Unter- 
suchungen besprochen, in denen die Bindung zwischen Eiwei®kérpern 
analysiert wurde. Bevor wir aber zu den Ergebnissen iibergehen, wollen 
wir die theoretische Seite des Problems betrachten, und zwar diejenigen 
Eigenschaften der EiweiBkérper bestimmen, die einen EinfluB auf 
die Bindung ausiiben kénnten. 


Das EiweiBmolekiil ist infolge der Mannigfaltigkeit verschiedener 
Aminosiauren, die sein Gebiude bilden, ein kompliziertes Produkt nicht 
nur vom kolloidchemischen, sondern auch vom rein strukturchemischen 
Standpunkte aus. Es besitzt eine grofe Gruppenverschiedenheit. 

Die charakteristischen Gruppen der verschiedenen EiweiBkérper 
kénnen in die folgenden Kategorien eingeteilt werden: 

I. C—COOH. Indieser Gruppe sind bei Beriicksichtigung der Nachbar- 
gruppen vier Untergruppen zu unterscheiden: 


OH 
COOH COOH COOH | 
| | | CH—CH, 
1. HCNHg 2. CH, 3. CH, 4, | | 
| CH, CHOH CCOOH 
Asparaginsaure, Oxyglutaminsiure Oxyprolin 
Glutaminsaure 


Die Gruppe COOH ist in zweifacher Form im Eiweif anwesend, 
erstensals RC O —-NHR, zweitens als freie Carboxylgruppe, die in dissoziiertem 


26 * 
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oder undissoziiertem Zustande vorliegen kann. Die Dissoziation hang! 
vom px und von der Untergruppe ab. 


Il. —C—NHg,. Hier sind drei Untergruppen zu unterscheiden: 
. NH, 
COOH : eaithahine CONH 
1. 2. 4 3. NH-—CH 
; CH, t 2 
CH. NH, Lysin Arginin 


Auch hier ist die erste Untergruppe fast ausschlieBlich als CO—NH 
anwesend. Sie gehért also mehr zum Typus ILl. Die Untergruppen 2 und 3 
sind bei hohen px sehr verschieden dissoziiert. 


Ill. —C—NH. In dieser Gruppe, auBer der CO—NH-Form, sind 


noch vier mégliche Formen vorhanden, und zwar: 


‘ CNH, C 
C. ( —NH NH | 
NH 9 pou ,; — 4 C 
Prolin, a 7 / 
Oxyprolin Histidin Arginin NH 
Tryptophan 
IV. —C—OH-Gruppe. Im EiweiB tritt sie in verschiedener Ver- 


bindung mit anderen Gruppen hervor. Wir miissen hier sieben Untergruppen 
£ g 


unterscheiden : 
/OH 
y OH CH,OH CH; 
CH.NH, CHOH 
1 2. 3. | é 7 
. COOH CH.NH, 
OH COOH 
Tyrosin Dioxyphenyl- Serin Oxyamino- 
alanin-? buttersaure 
CDVOH 
| HO—C H—CH, 
CHNHg, | | 
5. CHOH 6. CH, CH.COOH 7. Oxytryptophan. 
CH, sh , 
| NH 
COOH 
Oxyglutamin- Oxyprolin 
saure 


Von ihnen ist die erste und zweite Untergruppe ionisationsfahig. 
V. CSH und CS—SC. 


VI. CO—NH CO=N— 


H 





nus 


leg 


tre’ 
sch 
Au 
auf 
Ein 
fik: 
auc 
stil 
lor 
unl 
Gr 
dis 
ZWwi 
sta 


des 


ist 
hai 
zia 
un 
PH 








hangt 


NH 
ind 3 


sind 


in 


Ver- 


ppen 








Bindung der Biokolloide. XI. 395 


VII. Die lipophilen Gruppen. Zwischen den aliphatischen Gruppen 
nlissen wir unterscheiden : 


1. CH,;, CH,CH, usw. von verschiedener Linge, immer aber 


NH, 
CH, ... Ci 
2. Gruppen, die zwischen einer positiven und einer negativen Ladung 
liegen, CH, ... COOH (z. B. Asparaginsiure). 
NH, 
3. Zwischen zwei positiven Ladungen, CH, ... CH (Lysin). 
NH, NHy 
JC 
4. C—C~ (z. B. Leucin, Isoleucin, Valin). 
H ‘C 
Unter den zyklischen Gruppen haben wir: 
OH 
" 4 ) i . . - " 
1. 2. 3. * in, 4. Histidin 5. Tryptophan 
Oxyprolin ' 
—R SR 


"Die An- oder Abwesenheit verschiedener Gruppen und ihre auf- 
tretende Menge hat nicht nur auf die uns weniger interessierenden Eigen- 
schaften, wie die Léslichkeit im I. P. (isoelektrischen Punkte) oder 
Aussalzbarkeit, sondern auch auf die Ladung, Polaritat und damit 
auf die Bindungsfihigkeit des Molekiils einen groBen EKinfluB. Die 
Einteilung in die Untergruppen ist nicht eine bedeutungslose Klassi- 
fikation, sondern sie zeigt, wie dieselbe Gruppe, z. B. NH,- oder OH- oder 
auch COOH-Gruppe, von ihren Nachbargruppen abhangend, sich bei be- 
stimmten px ganz verschieden verhalten kann. Besonders was die 
Jonisation und Polarisierbarkeit der Gruppen anbetrifft, spielt die 
unmittelbare Anwesenheit von positiven, negativen oder neutralen 
Gruppen eine groBe Rolle. So haben wir in dem I. T'ypus zwei 
dissoziationsfahige Gruppen, wo COOH einmal mit CH,CH,, das 
zweite Mal mit CH,CHOH verbunden ist. Die Hydroxylgruppe ver- 
starkt aber die Dissoziation der Carboxylgruppe bei px unterhalb 
des I. P. 

Dasselbe bemerken wir besonders bei den Diaminogruppen. Hier 
ist beim Lysin nur eine NH,-Gruppe, die mit CH, verbunden ist, vor- 
handen. Beim Arginin sehen wir eine groBe Verstirkung der Disso- 
ziation. Die NH,-Gruppe ist von C=NH- und C--NH—C-Gruppen 
umgeben. Dasselbe betrifft die NH-Gruppen. Die Dissoziations- 
px-Grenzen sind in allen Fallen verschieden. 

Somit kinnen wir die Anzahl der dissoziierten COOH- und N H,- 
Gruppen bei bestimmten py, was sehr wichtiq fiir die Bindungsfihigkett 
ist. nicht nach der Anzahl dieser Gruppen theoretisch, oder nach der maxi- 
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malen Bindungstahigkeit mit Sduren oder Basen bestimmen. Wir miissen 
in jedem Falle die Natur der anwesenden Aminosduren in Betracht ziehen 
Dasselbe betrifft die polaren Gruppen, die mit anderen Korpern durch 
Nebenvalenzen in Bindung treten kénnen. Das betrifft also sowohl! 
die undissoziierten COOH- und NH,-, wie die OH-, SH-, CONH 
Gruppen. Z. B. in der IV. Gruppe von C-—-OH haben wir einma! 
OH neben NH, (erin), das zweitemal zwischen NH, und COOH. 
Es ist selbstverstandlich, daB diese zwei COH-Gruppen ganz ver 
schiedenen EinfluB auf das Dipolmoment haben. 


Nach den neuesten Befunden ist die Dissoziation der COOH- 
Gruppe weit unterhalb des I. P., und der NH,-Gruppe weit oberhalb des 
I. P. noch groB. Die Titrationskurven von verschiedenen Autoren, be- 
sonders von Harris', zeigten, wenn eine Zwitterionenstruktur an- 
genommen wird, daB die Dissoziation der COOH-Gruppen der Amino- 
sauren noch bei p< 2, die Dissoziation der NH,-Gruppen von 
Histidin, Lysin und besonders von Arginin weit uber py 7 bis 10 und 
héher angenommen werden kann. Die von Harris und anderen er- 
haltenen Kurven sind leider nicht ganz tiberzeugend und geben nicht 
die wahren GréBen an. Die Zwitterionenform der Proteine beim I. P. 
ist nicht die einzige. Ein Teil (> 20°.) ist wahrscheinlich als nicht 
dissoziiert anzusehen. Der Kurvenverlauf ist also eine Resultante von 
zwei gleichzeitig verlaufenden Prozessen: der Dissoziationsrestkurve 
von NH, (px > I. P.) oder von COOH (pu < I. P.) und der Dissoziation 


des undissoziierten Anteils von NH, (px<) oder COOH (>I. P.). 
Die Kurven muBten, um den wirklichen Dissoziationsgrad und 
seine Abhangigkeit vom pa darzustellen, korrigiert werden. Die 


Korrektur mite um so gréBer sein, je gréBer der undissoziierte Anteil 

des EiweiBes im I. P. ist. Sie miissen jedenfalls etwas flacher verlaufen. 

Die Dissoziation ist jedenfalls um so viel gréBer, je mehr COOH 
CH, 
CHOH 


und Arginin im EiweiB vorhanden ist. 


Auer den Nachbargruppen derselben Aminosdure spielt noch di 
Gruppierung der Aminosduren im Teilchen bei den Bindungsfahigkeiten 
verschiedener Proteine eine grofe Rolle. 

Dies betrifft sowohl die dissoziationsfahigen wie die anderen polaren 
Gruppen. Wenn wir zwei Gruppen des Arginins oder eine O H-Gruppe 
betrachten, sehen wir, daB es z. B. bei pg >I. P. nicht gleich ist, ob 
das Arginin als Nachbaren eine Monoamino-monocarbonsaure oder 


1 L.J. Harris, Biochem. J. 24, 1930. 
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eine Dicarbonsaure oder endlich noch eine andere basische Aminosdure 
enthalt. Die Bindungsfahigkeit bei py > 1. P. wird in den drei Fallen 
ranz anders ausfallen. 

Dasselbe konnen wir fiir die COO H-Gruppe bei px < I. P. behaupten. 
\uch die Polarisation und Bindungsfaihigkeit der O H-Gruppe beim py > 
der < I. P. hangt in groBem MaBe von den Nachbar-aminosauren ab, 
die vermége ihrer Ladung verstarkend (z. B. bei py — I. P., wenn Serin 
neben Arginin) oder abschwachend wirken. 


AuBer der Konstitution der Aminosauren und ihrer Nebeneinander- 
lagerung muB noch ein Moment in Betracht gezogen werden. Das 
ist der Bau und die Gestalt derjenigen Einheiten, die in der Lisung dis 
Micelle bilden, die als das selbsténdige Individuum angesehen werden 
kann. 

Das Problem der Konstitution der EiweiBeinheiten ist noch nicht 
vollstandig erledigt. Nach den letzten Arbeiten von Waldschmidt- 
Leitz! ist es plausibler, anzunehmen, daB die Aminosiuren durch 
peptidartige Bindungen unter sich verbunden sind. Wenn wir aber 
eine lange Kette annehmen und die Dimensionen des Ovalbumins nach 
diesem Schema berechnen, so bekommen wir ein Teilchen, dessen 
Lange von etwa 1225 A ware. Die Untersuchungen iiber den Bau der 
EiweiBkorper verdanken wir der Réntgenographie. Die Rontgeno- 
gramme des Seidenfibroins sowie des Kollagens machten es wahrschein- 
lich, daB diese Eiweibkérper nicht aus einer einheitlichen Grund- 
substanz gebaut sind, sondern aus zwei. Die Mehrzahl der Autoren nimmt 
an, da diese zwei Baustoffe teilweise hier und da auch chemisch 
verkniipft sind (Meyer?). Alle die zitierten Daten machen es sehr 
wahrscheinlich, daB das EiweiBteilchen nicht eine lange einzige Haupt- 
valenzkette ist, vielmehr, da es als ein Micell anzusehen ist. 

Die Messungen verschiedener Autoren tiber den Feinbau sind sehr 
verschieden. Meyer® nimmt an, daB die Lange einer Kette ungefahr 
300 bis 500 A betragt (wenn z. B. 170 Aminosaurereste verbunden 
wiren, ware die Lange 580 A). Die Anzahl der Aminosauren, die eine 
solche Kette bilden, entspricht einem Molckulargewicht von 10000 bis 
16000. Die durchschnittliche Dicke solcher Kette ist auf etwa 6 bis 
7A zu veranschlagen. Dies ist in sehr guter Ubereinstimmung mit 
rontgenoskopischen Untersuchungen von Gorter und Grendel*, sowie 
von Zocher und Stiebel5, die zeigten, daB auf saurem und alkalischem 


1 EB. Waldschmédt-Leitz, Vortrage aus dem Gebiete der EiweiBchemie. 
Leipzig 1931. 

2? K. H. Meyer, diese Zeitschr. 208, 1929. 

3 Derselbe, ebenda 214, 253, 1929. 

‘ E. Gorter u. F. Grendel, Trans. Far. Soc. 22, 1926. 

® H. Zocher u. F. Stiebel, Zeitschr. f. physik. Chem. A. 147, 1930. 








398 St. J. von Przylecki: 


Wasser das EiweiB sich in Form eines gleichmaBigen diinnen Films 
von 7 A Durchmesser ausbreitet. Es hat also den Anschein, dafi 
in einer Dimension das Ovalbuminteilchen nur aus einer Hauptvalenz 
kette gebaut ist. Wie es sich mit den anderen Proteinen verhalt, ist un 
bekannt. 

Das durch Sérensen! und Svedberg? gut bestimmte Molgewicht ver- 
schiedener EiweiBkérper zeigt, wie gesagt, daB, wenn eine einzige Jange 
Kette durch Hauptvalenzen verbunden wire, die Lange des Teilchens 
in viclen Fallen einige Tausende A betragen wiirde. 

Nach Svedberg ist der Radius des Ovalbumins 22 A. Diese Be- 
stimmung betrifft aber das Teilchen, wenn es sich im I. P. befindet. Die 
angegebene Lange bezieht sich auf das aufgeladene Micell mit den ge- 
streckten Ketten. Fast alle Autoren nehmen eine Micellarstruktur der 
EiweiBkérper an (Pauli?, Meyer, Mark 4, Ettisch® usw.). Sérensen® nimmit 
z. B. fur das Ovalbumin eine Struktur von ein bis zwei Komponenten an 
(Hauptvalenzketten). Fiir eine micellare Struktur sprechen die réntgeno- 
skopischen Untersuchungen. Auch die Tatsache, daB durch reversible 
Spaltung, z. B. vom Serumalbumin, Teilchen entstehen, deren Mol- 
gewicht nicht die Halfte, sondern um 22000 oder 5000 kleiner als das 
Ausgangsmaterial ist (Sdérensen’), spricht dafiir. 

Nach dem heutigen Stand der Wissenschaft miissen wir annehmen, 
daB die EiweiBkorper einen micellaren Bau besitzen, indem die Haupt- 
valenzketten durch viele Restvalenzen zwischen sich verbunden sind. 
Hauptvalenzverbindungen bleiben nicht ausgeschlossen, sind vielmehr 
sehr wahrscheinlich. 


Die Zahl der die héhere Einheit bildenden Hauptvalenzketten 
ist fiir verschiedene Proteine verschieden und wahrscheinlich fiir ein 
bestimmtes px, Protein und Salzkonzentration konstant. 


Wenn wir eine Micellstruktur fiir die EitweiBkérper annehmen, 
miissen wir auper dem Einjlug, den die Nachbar-aminosdéuren derselben 
Kette auf eine bestimmte Gruppe ausiiben, noch die Vertinderung der 
Eigenschaften der bestimmten Gruppe, die die Gruppen der nebenliegenden 
Ketten ausiiben, beriicksichtigen. Sie kinnen durch gegenseitige Bindung 
mehr oder weniger (bis total) abgeschwicht werden. 


1S. P. L. Sérensen, Kolloidzeitschr. 53, 1930. 

2 The Svedberg, ebenda 51, 1930. 

3 Wo. Pauli u. R. Weiss, diese Zeitschr. 233, 1931. 

4 K. H. Meyer u. H. Mark, Der Aufbau der hochpolymeren organischen 
Naturstoffe. Leipzig 1930. 

5 G@. Ettisch u. G. Schulz, diese Zeitschr. 239, 1931. 

6 Sérensen, |. c. S. 120. 

7 Derselbe, }.c. S. 114. 
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Die Gestalt der Micelle ist nicht immer gleich. Nach Meyer ist 
sie beim 1. P. gekriimmt, auBerhalb desselben geradegestreckt. Auch dis 
Gestalt tibt einen EinfluB auf die Eigenschaften der Gruppen aus. tm 1. P. 
kénnten die Salze, da sie mit dem EiweiB in Bindung treten, eine 
Verlangerung hervorrufen, da die Anziehung der NH;- und COO - 
Gruppen vermindert wird. 

Die EiweiBmicellen kénnen in verschiedene Bindungen treten. 
Es kénnen sowohl Micellen aus derselben EiweiBart, eine sogenannte 
Aggregation, entstehen, wie zwischen verschiedenen Eiweibkérpern. 
Besonders zwischen verschiedenen Eiwei8kérpern kann die Bindung 
durch verschiedene Gruppen und Kriafte hervorgerufen werden. 

Wir beschranken uns bei diesen Besprechungen auf die einfachen 
EiweiBkérper. Theoretisch betrachtet, miissen wir Hauptvalenz- und 
Nebenrestvalenzverbindungen unterscheiden. 

Von den Hauptvalenzen sind besonders die heteropolaren als méglich 
anzusehen. Erstens gehdren dazu die Verbindungen zwischen zwei Liweif- 
kérpern, deren 1. P. bei verschiedenem py liegt. Und so kénnen wir beim 
Vermischen von Ovalbumin (1. P. = py 4,8) mit Hamoglobin (1. P. = 6,7) 
zwischen py 4,8 und 6,7 eine ionale Bindung durch COO-Gruppen 
des Ovalbumins und NH, des Himoglobins annehmen. Auch Doppel- 
salzbindungen kénnen theoretisch anaenommen werden. wo die COO- 
Gruppe von A mit den NH, von B und vice-versa sich binden kénnen. 
Hier haben wir aber eine Konkurrenz zwischen den Verbindungen und 
Entladungen der Zwitterionen durch COO- und NH,-Gruppen der- 
selben Hauptvalenzkette oder derselben Micelle und zwischen diesen 
Gruppen, die aus zwei verschiedenen Micellen stammen. 

DaB eine Bindung der COO- und NH,-Gruppen im I. P. médglich 
ist, dafiir sprechen die Untersuchungen tiber die Bindung des E. (Fiweib) 
im I. P. mit verschiedenen Salzen (Pauli und Mitarbeiter'). sowie die 
Aggregation der Aminosiuren (Hoskins*). 

Die heteropolare Bindung im I. P. zwischen demselben E. oder 
verschiedenen E. hingt also von der Assoziationsstarke der Gruppen 
derselben Micelle und der intermicellaren Assoziationsstarke ab. Wenn 
die von der anderen Micelle stammende Gruppe gréBere Assoziations- 
tendenz besitzt als die Assoziation der Zwitterionengruppen, dann ist 
die Bindung midglich. 

Besonders wenn wir mit Pauli und Sa/rin® annehmen, da das E. 
im J.P. aus A-, A’*-, A® und ~A’-Formen zusammengesetzt ist, 


1 Wo. Pauli u. E. Valké, Elektrochemie der Kolloide. Leipzig, 
Springer, 1929. 

2 J. Hoskins, J. of biol. Chem. 88, 1930. 

3 Wo. Pauli u. Safrin, diese Zeitschr. 233, 1931. 
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kénnen wir zwischen zwei E.-Micellen, deren I. P. bei demselben py 
liegt, eine Bindung zwischen A; und Aj; annehmen. 


Die Dissoziationskurven der Aminosiuren und EiweiBkérper 


(Harris, |. c.) zeigen, daB auBerhalb des I. P. noch die E. beim py > I. P. 
NH;- und beim py < I. P. COO -Ionen enthalten. Diese Ionen sind 
durch die iiberragende Mehrzahl der entgegengeladenen Zentren neu- 
tralisiert. Die bei Entfernung vom I. P. steigende Ladung der E. 
ertolgt nach dieser Annahme durch immer mehr fortschreitende Disso- 
ziationsverminderung der in Minderzahl anwesenden NH, oder COO*. 

Theoretisch kénnte man also annehmen, da noch unterhalb des 
I. P. das E. mit Kationen und oberhalb mit Anionen in Bindung 
treten kénnte. 

In Ubereinstimmung damit fand teilweise Northrop! eine Bindung 
von E. mit Cu noch bei py 2. 

Die heteropolare Bindung durch COO bei py < 1. P. und durch 
NH, bei héheren py ist aber von vielen Faktoren abhangig. Einer 
solchen Bindung treten elektrostatische Krafte entgegen. Die Méglich- 
keit der Bindung ist von der Lagerung der Aminosduren und stark 
von der Ladungsstirke der Gruppen abhingig. Wir erinnern daran, 
wie schon gesagt wurde, das es nicht gleichgiiltig ist, wie weit die 
NH,- z. B. von der nachsten COO-Gruppe entfernt ist. Auch die Ab- 
stande zwischen den COQO- und die Menge der N H,- und COO-Gruppe 
spielen eine sehr grobe Rolle. 

Die H- und OH-Bindung verschiedener uns interessierenden E. 
ist nach Pauli: 





Eiweib H O H-Bindung Quotient 
Ovalbumin . renin Oe 110.10—-5 134 .10-—5 1,0 :1,2 
Hamoglobin. . . . ae: 68 .10-5 68 .10—5 es 
GON wk 98 - 10-5 57.10-5 1,72: 1,0 
Se mie Vile A Gero, 90 .10-—5 183. 10-5 1 32 


Die Ladungsstirke der Gruppe spielt eine hervorragende Rolle. 
Besonders, wenn wir die positiven Gruppen bei py > I. P. analysieren, 
sehen wir groBe Unterschiede, die von der Aminosiurenatur abhingig 
sind. Es ist nicht gleichgiiltig, ob die Ladung von Histidin, Lysin oder 
Arginin stammt. Die Ladung ist am stirksten, besonders bei hohem px, 
wenn sie vom Arginin stammt (Harris, 1. c., Tabellen 6, 7, 8, S. 1087). 


* Nach dieser Annahme wiirde die Formanderung der Ketten nicht 
schnell beim Ubergang vom I. P. erfolgen. Dies ware ein ProzeB, der lang- 
sam bei Entfernung vom I. P. stattfindet. 

1 H.J. Northrop u. M. Kunits, J. gen. Physiol. 7, 1924. 

2 Wo. Pauli u. Valké, Elektrochemie der Kolloide, 8. 396. 
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Somit sehen wir, daB die Mengen der verschiedenen Diaminosauren, 
die im E. enthalten sind, einen groBen Einflu8 auf die Bindungs- 
fahigkeit des E. mit Anionen oberhalb des I. P. ausiiben. Die ver- 
schiedenen E. enthalten aber sehr verschiedene Prozente dieser Kérper. 
Nach Gortner und Hoffmann' enthalten: 





1g enthaélt Mol. 10 


Eiweii Summe in °/, 
Histidin Arginin Lysin 
Ovalbumin ..... 10,4 11 28, 25,7 
Serumalbumin ... . 21.5 21,9 28,2 90,3 
Hamoglobin . . . . . 22.4 52.9 24,3 68,8 
SS gx aa 17,1 18,9 47,2 40.5 
CES ide ole Soh ee eS 14,7 16,1 21,9 57,3 


Das Casein enthalt, wie aus der Tabelle hervorgeht, wenig Arginin. 
Am schwiachsten aber sind die positiven Gruppen des Ovalbumins. 
Die Gelatine enthalt viel Arginin. Im Zusammenhang mit ihren H- und 
OH-Bindungsfahigkeiten kénnen wir die E. nach der Anionen-Bindungs- 
fihigkeit oberhalb des I. P. wie folgt einreihen: 
Casein < Ovalbumin < Serumalbumin< Hamoglobin < Gelatine. 


AuBer dem Gesagten spielen auch die nebenstehenden Aminosiiuren 
eine groBe Rolle. AuBer den Bausteinen der Hauptvalenzkette spielen 
noch die Absattigungen der Ladungen durch die Verbindungen von Ketten 
zur Micelle mit. Dieses Problem wird ausfiihrlicher weiter besprochen. 
Selbstverstindlich spielen auBer den Eigenschaften der einen Kompo- 
nente (A) auch die Eigenschaften der zweiten (B), und zwar 1. ihre 
Polarisierbarkeit, 2. ihre Ladung, 3. ihre Gruppennatur und Ein- 
stellung, sowie die Starke der Assoziation der Gruppen von A und B 
eine Rolle. 

Besonders der Fall, wo Doppelsalzbildungen erfolgen  kénnen, 
wo also die Gruppen von A und B so liegen, da eine solche Ver- 
bindung erfolgen kann. erleichtert oder erméglicht cine Bindung. Auch 
da, wo die Polarisation des A und B die gleichzeitige Verringerung der 
dominierenden Ladung hervorrufen, erfolgt leichter eine Bindung. 

Unsere Experimente mit dem Ovalbuminsol oder Caseingel (un- 
publizierte Arbeit) zeigten, da8 eine Bindung zwischen dem E. und der 
Nucleinsiure, Nucleosid oder Nucleotid bei hohem py nicht erfolgt. 
Diese Experimente sind aber nicht ganz iiberzeugend, da sie eben mit 
denjenigen E., welche am Anfang der Reihe, also theoretisch die 
schwichste Bindungsneigung zu Anionen bei py > 1. P. aufweisen, 
ausgefiihrt wurden. Der Vergleich des Verhaltens des Ovalbumins und 


1 A. Gortner u. W. F. Hoffmann, Coll. Symp. Mon 2, 1924. 
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Caseins zeigte auch, wie grof der EinfluB des Verhaltnisses H/OH 
auf eine solche Bindung ist. 

Zusammenfassend sehen wir, da der Bau der Proteine, theoretisch 
betrachtet, nicht nur bei pa zwischen den I. P. der zwei in Bindung 
tretenden EiweiBkérper, sondern auch bei py, wo die beiden Kompo 
nenten dieselbe Ladung tragen, eine heteropolare Bindung anzunehmen 
erlaubt. Vier Momente sind von Wichtigkeit: 1. Die Starke der freien 
Ladungen, 2. die Starke der sich in der Minderzahl befindenden Gruppen. 
3. die Gruppierung der Aminosiéuren in den Hauptvalenzketten und 4. di: 
Absattigung der Valenzen durch die Gruppen von verschiedenen 
Ketten in derselben Micelle. 


Homoopolare Bindung. Sie ist zwar nicht nachgewiesen, aber auch nicht 
ausgeschlossen. Kinige Aminosiuren enthalten Gruppen, die eine solche 
Bindung eingehen kénnen. Z. B. ist eine Bindung von 2 SH zu S-—S 
in einigen Fallen méglich. Weiter kann auch die OH-Gruppe_ in 
homéopolare Bindung eintreten. Endlich kénnen sich COOH + NH, 
zu CONH verbinden. 


AuBer den Hauptvalenzverbindungen kénnen, wie bekannt, die 
Eiweiikérper noch durch Nebenvalenz, Restvalenz, Bivalenz, Micellar- 
krafte in Bindung treten. Diese Annahme ist besonders bei der Micellen 
bildung gebrauchlich.. 

Wie wir bei der Klassifikation der im E. anwesenden Gruppen 
gezeigt haben, sind die Proteine als starke polare Kérper anzusehen. 
Bei der Analyse der Polarisation miissen wir wie bei der T[onisation 
die Eigenschaften der Hauptvalenzketten und die Polarisation der 
Micelle unterscheiden. Sowohl die ersten wie die zweiten besitzen 
permanente und induzierte Momente. Die Polarisation ist infolge des 
Ubergangs von ionalen Gruppen zu Dipolen stark vom pa abhangig. 
Somit ist nach der Zwitterionentheorie eine immer gréBere Neubildung 
von COOH bei Entfernung vom I. P. < und von NH, bei Entfernung 
in der > Richtung anzunehmen. AuBer den COOH und NH, sind 
als polar noch die Gruppen NH, OH, SH, CO, NH anzusehen. In 
einer Hauptvalenzkette sind die Gruppen nach Meyer in ihrer Raum- 
einstellung verschieden gegeneinander bei verschiedenem py gestellt. 
Bei Entfernung vom py I. P. werden die Pole immer mehr voneinander 
entfernt und unabhdngig. Nicht nur die Menge, sondern auch die 
Wirkung der Dipolgruppen wird immer ausgepragter. 


Obwohl die Menge der Dipolmomente groB ist (beim Ovalbumin 
z. B. weit vom I. P. ist schon die Anzahl allein der COOH- oder NH,- 
Gruppen in einem Micell gréBer als 30) kann eine Hauptvalenzkette 
nicht einem einfachen Quadrupol oder Octupol usw. ahneln, vielmehr 
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einem viele Dipolmomente enthaltenden System!'. Die Annaherung 
an das Dipolsystem wird durch groBe Entfernungen der polaren Gruppen 
erklart. 

Auber den typischen polaren Gruppen enthalt jede Hauptvalenz- 
kette hydrophobe Gruppen. Somit ist jede Hauptvalenzkette als eine 
Molekel anzusehen, die neben ionalen Gruppen noch viele Dipolmomente, 
auBer hydrophilen auch hydrophobe Gruppen enthilt. Die Verbindung 
von zwei oder mehreren Hauptvalenzke tten zur Micelle andert die polaren 
Kigenschaften des Teilchens. Die Gruppen verschiedener Ketten treten 
in Bindung. Je nach dem die Micelle bildenden Ketten gleicher oder 
verschiedener Natur sind (z. B. in der Seide, kristalliner und amorpher 
Veil), gleiche oder verschiedene Mengen positiver und negativer Gruppen 
(ionale > Dipole usw.) enthalten, entsteht ein Gebilde, das viele polare 
Gruppen in abgesittigtem Zustande enthalt. Die Dipolnatur wird 
mehr einer Quadru- oder Octupolnatur geniihert. 

Die Verbindung ist mehr oder weniger leicht zerstérbar. Z. B. 
haben wir beim Ovalbumin eine fast irreversible Bindung (Sdérensen?, 
Svedberg?). Bei anderen E. ist sie leichter zu entbinden. 

Die Bindung, die von vielen Autoren als Anlagerung der Haupt- 
valenzketten durch die ganze Lange erklirt ist, muB in der Weise 
erfolgen, daB die Ketten sich durch die mit verschiedenen Ladungen 
behafteten Gruppen anlagern. Im einfachsten Fall, wo die anlagernden 
Ketten identisch sind, haben wir da, wo die Mengen von positiven und 
negativen Gruppen gleich sind, eine Anlagerung nach dem Schema: 

+ i Sm So — Se 

— F—+—F_] + 
Es kann also ein vollstandiges Verschwinden jeder Restvalenzen ein- 
treten. Die —-- oder +-Gruppen kénnen sowohl Ionen als Dipole 
sein. Ein solches System ist noch durch die lipophilen Gruppen, durch die 
van der Waalsschen Krafte fahig, in Bindung zu treten. Auch diese 
Bindungsart zwischen Ketten ist nicht ausgeschlossen. Wir nehmen 
bei den Ketten eine Folge von + - und -—-Gruppen an. Dies ist nicht 
die einzige Erklarung. Es kann auch eine Anlagerung von Aminosiure 
in der Kette, wo zwei und mehrere + - oder ---Gruppen nebeneinander 
liegen, stattfinden. 

In denjenigen Fillen, wo noch die Ketten gleich sind, aber ver- 
schiedene Mengen von + - und -—--Gruppen tragen, ruft die Anlagerung 
von zwei Ketten keine vollstindige Absittigung hervor. 














1 Selbstverstandlich ist, daB wir einen Aminosdurerest wahlen, der 
Gruppen enthalt, die einen Quadrupol bilden. Dieser Teil des E. ist als 
ein Quadrupol anzusehen. 

2 1.c 
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Die Sache wird viel komplizierter, wenn die Micellen, aus drei 


vier usw. Hauptvalenzketten gebildet sind. In diesem Fall, wenn 


z. B. drei Ketten in Bindung treten, wird auch im Fall, wo die 
und —-Gruppen in gleicher Menge und die Ketten von derselben Natu 
sind, ein Komplex entstehen, der viele ionale, aber auch freie Neben- 
valenzen enthalt. 

Noch viel komplizierter sind die Eigenschaften derjenigen Micellen 
deren Hauptvalenzketten verschieden sind. 

Diese unvollstandige Analyse zeigt, daB der Verband der Ketter 
zur Micelle ernen gropen Einflup auf die Bindungsfahigkeit der Eiweif} 
kérper ausiibt. Je nachdem kinnen Micellen existieren, die fast kein 
freien Restvalenzen enthalten, und diese nur dank der van der Waalsschen 
Kréfte, oder aber starke Bindungsfihigkeiten besitzen'. 


Wir gehen tiber zu den Bindungen, die zwischen zwei geformten 
E.-Micellen, und zwar zwischen einfachen EiweiBkérpern entstehen 
Wir miissen Bindungen zwischen zwei identischen Micellen desselben 
EiweiBes und zwischen verschiedenen Proteinen unterscheiden. 

Solche Bindungen sind als Dominanz der anziehenden iiber die 
abstoBenden Krafte anzusehen. 

Die Anziehung ist durch die Anwesenheit von verschiedenen 
Gruppen modglich. Die Verbindung der Micellen kann: 1. durch zwei 
in homéopolare Bindung tretende Gruppen, 2. durch zwei Ionen, 
3. durch eine ionale und eine Dipolgruppe, 4. durch zwei Dipol-, 
Quadrupol- usw. Gruppen, 5. durch lipophile Gruppen erfolgen. Die 
AbstoBung wird durch die Naherung von zwei gleichnamigen Ladungen 
erfolgen. Die Bindung ist auBerdem noch von der Hydratation der 
bestimmten Gruppen der Micellen abhangig. 

. Die Micellen kénnen, wie gesagt, sehr verschiedene Restvalenzen 
besitzen, infolge der Verbindung von Hauptvalenzketten zu gréBeren 
Einheiten. Diese Differenzen sind durch 1. die Menge der +-- und 
—-Gruppen, 2. ihre Anordnung, also die Folge der Dicarbon-, Oxy-, 
Diaminoaminosiuren in der Kette, 3. das Verhaltnis der Gruppen in 
den in Bindung tretenden Hauptvalenzketten, 4., wenn eine Bindung 
durch lipophile Gruppen angenommen wird, auch von der Anordnung 
von verschieden langen Aminosiuren in der Polypeptidkette, die eine 
gréBere oder kleinere Kohasion hervorrufen, bestimmt. Die AbstoBung 
wird durch die ionogenen Gruppen, also durch die Ladung der Micellen, 
aber auch durch ihre Lage und auch durch die Position der anderen 
polaren Gruppen, hervorgerufen. 


1 Vielleicht kénnte man durch solche Absattigung die durch Vlasso- 
poulos (Kolloidzeitschr. 56, 1931) beobachteten Erscheinungen erklaren. 
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Somit kénnen wir sagen, daB die Bindung in denjenigen Fallen 
erfolgen kann, wo Anziehungskrafte > AbstoBung sind; da die Ab- 
stoBung aber fast auschlieBlich von der freien Ladung abhangt, mu eine 
starke Abhingigkeit vom py existieren, was im _ experimentellen 
Teil nachgewiesen wurde. Es ist nicht unbedingt notwendig, daB die 
maximale Bindung beim I. P., also da, wo die Ladung am kleinsten 
ist, erfolgen mu. Es kann sein, daB die anziehenden Krafte bei diesem py 
dazu zu gering sind. Auch die Gestalt der Micellen spielt bei der Bindung 
eine Rolle. Die Gestaltiinderung, der die Micelle beim Ubergang vom 
[. P. unterliegt, kann auf die Bindung férdernd wirken. 

Beim Zusammenballen von Hauptvalenzketten im Micell ist eine 
parallele Anlagerung zur Lingsachse angenommen worden. Bei Ver- 
hindung von zwei Micellen untereinander kénnen sehr verschiedene 
Moglichkeiten angenommen werden. Wenn wir die Micellen als lingliche 
Gebilde uns vorstellen, kénnen folgende Bindungen eintreten: 


Zi] 2. 3 ¥ 5 woA=8 
H [ ] \ |e 
B B Sei Karn 
i ———- eee 
| 


Selbstverstandlich kénnen noch Systeme vorkommen, wo mit einer 
Micelle A nicht eins, aber zwei, drei oder viele B in Verbindung treten. 
Es kénnen dann Kombinationen von Bindungsarten 1, 2, 3, 4 und 5 
entstehen. Bei einigen Bindungen ist auch eine Folge A-~-B-—-A-—B oder 


A A 








\ 


B—s——_B—A—B, 


B—A 


wo sehr verschiedene Strukturen entstehen kénnen, anzunehmen. 
AuBerdem miissen bei bestimmten py und gegebenen E. Verbindungen 
mit Micellen kugeliger Gestalt angenommen werden. 














Uber die Bindung der Biokolloide. 


XII. Teil: 
Aggregation der Gelatine. 


Von 
St. J. von Przylecki und J. Targonska. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 
(Eingegangen am 21. September 1932.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In diesem Untersuchungsteil wollen wir uns auf die Versuche 
uber die Aggregation der Gelatine und auf den EinfluB, den verschiedene 
Stoffe auf diesen ProzeB ausiiben, beschrinken. 

Der Aggregierungsgrad wurde durch Messung der Fallgeschwindig- 
keit einer Kugel in der aggregierten Gelatine bestimmt. Diese Methode 
erlaubt unseres Erachtens, den Aggregationsgrad besser als nach der 
Quellungsmethode zu bestimmen. Die Fallgeschwindigkeit ist in 
unserem System von zwei Varianten abhingig, und zwar von der 
Aggregierung und von der Viskositét der einzelnen Teilchen. Die 
Viskositatsinderungen sind aber durch Untersuchungen bei 40° bekannt 
und im Vergleich zur Fallgeschwindigkeit, die durch das Aggregieren 
hervorgerufen sind, so gering, daB das Bild als Aggregierungseffekt 
anzusehen ist. 

Die Fallgeschwindigkeit ist ein MaB der Anderung des Aggre- 
gationszustandes. Dieser kann aber in vielen Richtungen Anderungen 
unterliegen. Es kénnen sowohl quantitative wie qualitative Unterschiede 
in der Aggregierung als Ursache der verschiedenen Fallzeiten an- 
genommen werden. Die Fallgeschwindigkeit kann durch die einfache 
Anderung der Quantitat der aggregierenden Gruppen hervorgerufen 
werden. Also wenn wir die Gallerte als eine groBe Einheit annehmen, 
dann werden von jedem Sol-Micell verschiedene Mengen der bindungs- 
fahigen Gruppen gebunden, wenn wir eine Aggregation von x-Gruppen 
bei bestimmten Bedingungen annehmen, dann kénnen nx gebunden 
werden, wo n > oder < 1 sein kann. 
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Zweitens aber kann die Art der Bindung geandert sein. Besonders 
bei den Untersuchungen, wo das py die Variable ist, muB dieser Punkt 
in der Analyse beriicksichtigt werden. Auch der Zustand der Sol- 
Molate muB ebenfalls beriicksichtigt werden. Hier muB mindestens 
die Ladung, die Hydratation und die Gestalt beriicksichtigt werden. 
Nie ZerreiBung der Aggregationspunkte kann variieren, wenn die 
vadung zu einer AbstoBung der Sol-Micellen fiihrt. Auch die starke 
Hvdratation, die eine staérkere Anlagerung verhindert, kann denselben 
Effekt hervorrufen. 


Somit sehen wir, daB es theoretisch nicht ausgeschlossen ist, daB 
bei derselben Fallgeschwindigkeit verschiedene Aggregierung, die in 
Summa aber dieselbe Elastizitat gibt, moéglich ist. 


Somit ist die Fallgeschwindigkeitsmethode nur ein grobes Mittel, 
iiber die Anderungen des Zustandes der Gallerte AufschluB zu erhalten. 
Wir werden aber im experimentellen Teil sehen, daB in vielen Fallen 
so groBe Unterschiede in der Fallzeit existieren, daB sie eine andere 
Méglichkeit als Aggregationsinderung (quantitativ oder qualitativ) 
ausschlieBen. 


Methodik. | 


Als Substanz wurde die franzésische Gelatine ,,Coignet D** angewandt, 
alle anderen Substanzen (Ovalbumin, Starke, Salze usw.) stammten von 
Merck. 


Die Experimente wurden in Réhrchen, deren Linge 26cm, deren 
Durchmesser 4¢m war, ausgefiihrt. Die Réhrchen hatten zwei Zeichen, 
die 20cm voneinander lagen, das zweite 4em vom Boden. Alle Experi- 
mente wurden in einem Wasserthermostaten bei 15° C, wo die Temperatur 
um + 0,1 variierte, ausgefiihrt. 


Alle Untersuchungen wurden mit einmal gekauftem Gelatinepraparat 
durchgefiihrt. Dieselben Gelatinemengen wurden stets in derselben auf 
100° gebrachten Wassermenge gelést, filtriert und auf 40° gebracht. Es 
wurden Portionen von je 100 cem einer 2,5° ig. Lésung in Kolben gebracht. 
Zur Kontrolle wurde dieselbe Menge Wasser gegeben, zu den anderen 
verschiedene Lésungen von Elektrolyten, um eine 0,005, 0,01, 0,025 oder 
0,05 mol. Lésung zu erhalten. Starke oder Ovalbumin wurden in Endkonzen- 
trationen von 0,1 bis 4,0 angewandt. Gleichzeitig wurden die Systeme durch 
HCl] oder NaOH auf verschiedene pp, und zwar 2,95, 3,74, 4,68, 5,95, 
7,34, 9,38 und > 10 gebracht. Die Saéure oder Lauge wurde zu den 
betreffenden Lésungen, nicht zur Gelatine, zugesetzt. 


Alle diese Manipulationen waren bei 40° ausgefiihrt. Nach gutem 
Mischen wurden die Lésungen in die Réhrchen eingefiihrt und im Thermo- 
staten bei 15° 12 oder 24 Stunden gehalten. Nach dieser Zeit, ohne die 
Roéhrchen herauszunehmen, wurde die Fallgeschwindigkeit einer eisernen 
Kugel, die einen Radius von 4,74 mm hatte, bestimmt. Die Kugel wurde 
mit einer Pinzette in die Gallerte hineingelegt. Mit einem Chronometer 
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wurde die Fallzeit von dem ersten Zeichen bis zum zweiten bestimmt 
Die Kugel wurde immer im Zentrum des Réhrchens eingestellt 

Wir gehen auf die Theorie der Methode (Stockes, Arnold, Ladenburg 
nicht ein, da in unserem Falle alle méglichen Fehler eliminiert wurden 
und wir nur Vergleichsbestimmungen ausgefiihrt haben, wo uns die Fallzeit 
als ein MaB der Aggregierung interessierte. 

Die Fallzeiten variierten zwischen 1 Sekunde und 25 Minuten. De: 
Fehler zwischen zwei parallelen Bestimmungen (in zwei Réhrchen) wa: 
nicht gr6Ber als 2,5°,. Die Zahlen in den Tabellen sind Mittelwert: 
aus vier bis sechs Versuchen, in denen immer zwei parallele Bestimmungen 
ausgetiihrt wurden'. Uberall wurde das py potentiometrisch bestimmt 
Bei Salzlésungen, die das pq andern konnten, wurde die Salzlésung durc} 
HCl- oder NaOQH-Zugabe auf das gewiinschte py gebracht. 


Experimenteller Teil. 
1. Abhdngigkeit vom py. 

Die Bestimmungen der Fallgeschwindigkeit einer 1,25 °,ig. Gelatine 
(Tabelle I) bei verschiedenem py zeigten, daB die Aggregation stark 
vom pu abhangig ist. Die Tabelle I und Abb. 1 zeigen, daB man 
eine Kurve mit zwei Maxima bekommt. Bei py 3,72 erfolgt der Fall 
in | Minute 55 Sekunden. Bei py 4,68 in 1 Minute, bei py 5,85 in 
3 Minuten 10 Sekunden, bei py 7,34 in 4 Minuten 15 Sekunden, bei 
pu 9.38 in 55 Sekunden, bei py > 10 in 3 Sekunden und bei py 2.95 
in 1 Sekunde. Wir sehen also, daB ein Maximum bei py 3,72 und ein 
zweites bei px 7,34 vorliegt. Zwischen ihnen liegt ein Minimum bei 
pu 7,68, also beim isoelektrischen Punkt (I. P.). 


Tabelle I. 


EinfluB vom px auf die Fallzeit. 





Pu 2,95 3,72 4,68 5,95 7,34 9.38 > 16 


Palizeit .... i 1'50” ’ 3'10" =4"15" 55" 3”’ 


2. EinfluB der Elektrolyte. 

a) NaCl. Der gleichzeitige Vergleich der Wirkung von H, OH 
und NaCl ist in der Tabelle 11 zusammengestellt. Bei py 2,95 ruft 
das NaCl eine Verlangerung der Fallzeit von 1 auf 37 Sekunden 
hervor. Die Zunahme ist parallel der zunehmenden NaCl-Konzen- 
tration. Bei px 3,72 wurde eine Zunahme der Fallgeschwindigkeit, 
die nicht proportional der Konzentration, sondern von ihr unabhangig 
ist, beobachtet. Bei py 4,68 wurde eine Verlangerung der Fallzeit ganz 


1 Selbstverstandlich ist die Fehlergrenze sehr verschieden je nach der 
Fallgeschwindigkeit in der Kontrolle. Deshalb sind die Bestimmungen 
bei > pu 2,95 und < 10 viel mehr beweisend als diejenigen, die bei py 2,95 
und > 10 ausgefiihrt wurden. 
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proportional der Konzentration des zugesetzten NaCl beobachtet. In 
ler Kontrolle fallt die Kugel in ] Minute, in einer 0,005 mol NaCl- 
{#sung | Minute 22 Sekunden, in einer 0,01 mol. 1 Minute 44 Sekunden, 
in einer 0,025 mol. 2 Minuten 5 Sekunden, und in einer 0,05 mol. 
3 Minuten 44 Sekunden. 


Tabelle Il. 


EinfluB von NaCl auf die Fallzeit. 





Fallzeit in Lésungen von NaCl 


PH 

0,005 mol. 0,01 mol 0,025 mol. 0,05 mol 
2.95 19” 22” 30” 37" 
3,72 1°05 1' 24 1'17 1' 04 
4,68 1 22 1 44 2 05 3 44 
5,95 3 00 3 05 3 03 2 43 
7,34 3 58 4 10 4 06 3 05 
9,38 2 06 2 26 3 00 3 40 
> 10 Geliert nicht 


Bei py 5,95 ist die Fallgeschwindigkeit fast von NaCl-Anwesenheit 
unabhangig. Nur bei 0,05 mol. ist ein kleiner Abfall beobachtbar (um 
14,2%). Bei py 7,34 ist ein ahnliches Bild wie bei py 5,95, mit dem 
Unterschied, daB der Abfall bei 0,005 mol. gréBer ist (um 27,1 °,). 
Bei px 9,38 verlingert das NaCl stark die Fallzeit, und zwar von 
1 auf 3 Minuten 40 Sekunden (0,05 mol. Lésung). 

b) CaCl, Bei py 2,95 verlingert es die Fallzeit von 1 auf 
36 Sekunden. Bei px 3,72 bewirken kleine Konzentrationen bis 
0,025 mol. eine Verringerung, von hier einen Anstieg der Fallzeit. Bei 
pu 4,68 ruft das CaCl, eine Verlingerung der Fallzeit hervor. In 
diesem Falle hat die Kurve einen ganz anderen Charakter als bei 
NaCl. Die gréBte Anderung wurde bei kleinen CaCl,-Konzentrationen 
beobachtet (bis 0,01 mol.), dann fillt sie viel flacher. Bei py 5,95 
verhalt sich das System verschieden, je nach der Salzkonzentration. 
Kleine Konzentrationen vermindern die Fallzeit, hGhere vergréBern sie. 
Auch bei py 7,34 vergréBert CaCl, bis 0,025 mol. die Fallgeschwindig- 
keit, von da ab vermindert es sie. 

Bei py 9,38 und > 10 bewirkt das CaCl, eine groBbe Verlingerung 
der Fallzeit (Tabelle IIT und Abb. 3). 

c) MgCl,. Ganz ahnliche Resultate wurden mit MgCl, erhalten 
(Tabelle [V und Abb. 4). 

d) AICI. Dieses Salz tibt einen enormen EinfluB auf die Fall- 
geschwindigkeit der Kugel in der Gelatine aus. Schon bei py 2,95 
bewirkt es eine Erhéhung der Fallzeit von 1 Sekunde auf 9 Minuten. 
Bei pu 3,72 gibt es eine charakteristische Kurve mit einem Maximum 


27* 
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Tabelle 111. 
EinfluB von CaCly. 
Fallzeit bei CaCla-Konzentrationen 
Pu * 
0,005 mol. 0,01 mol. 0,025 mol. 0,05 mol. 
2,95 4" 8” 29” 36" 
3,72 1'42 1’ 35 1' 01 2' 07 
4,68 1 32 2 46 8 02 3 14 
5,95 2 14 2 25 3 25 3 43 
7,34 4 00 3 54 3 20 4 47 
9,38 2 36 2 57 2 39 3 07 
> 10 34 2 01 2 10 1 14 
Tabelle IV. 
EinfluB von MgCl. 
Fallzeit bei MgCl-Konzentrationen 
PH . —o —_ . " . 
0,005 mol. 0,01 mol. 0,025 mol. 0,05 mol. 
2,95 6" 10” 15" 24" 
3,72 1’ 38 1’ 30 1’ 16 2'18 
4,68 1 18 1 53 3 00 8 82 
5,95 1 52 2 02 2 30 3 25 
7,34 3 55 3 52 3 39 4 28 
9,38 2 55 4 06 3 22 3 48 
> 10 22 1 06 1 10 1 06 
Tabelle V. 
EinfluB von AlCl. 
Fallzeit bei Al Cl,-Konzentrationen 
PH -- a 
0,005 mol. 0,01 mol. 0,025 mol. 0,05 mol. 
2,95 a. 36" 4' 45" 9' 00” 
3,72 6' 30 20’ 00 11 22 20 
4,68 25 00 45 30 12 
5,95 1 42 10 8 2 
7,34 22 12 7 30 1 34 1 13 
9,38 1 05 18 00 15 7 
> 10 2 15 29 Keine Gelierung 


bei der Konzentration 0,01 mol., 


(von 1 Minute 50 Sekunden auf 20 Sekunden). 


Bei px 4,68 ruft die 0,005 mol. Lésung einen starken Anstieg 
der Fallzeit von 1 auf 25 Minuten hervor. Schon 0,01 mol. Lésungen 
vermindern aber die Fallzeit, und diese Verminderung ist proportiona! 


der AICl,-Konzentration. 


Bei pa 5,95 vermindern die Konzentrationen 0,C05-, 0,01- und 
Bei der 0,025 mol. Lésung ist ein Minimum, 


0.025 mol. die Fallzeit. 


dann erfolgt ein Absinken und bei 
0,05 mol. eine Verminderung der Fallzeit im Vergleich mit der Kontrolle 
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on da an steigt die Fallgeschwindigkeit. Bei py, 7,34 rufen kleine Kon- 
entrationen eine Verminderung der Fallgeschwindigkeit hervor, die am 
créBten bei der 0,005 mol. Konzentration ist, um dann in eine Ver- 
vroBerung iiberzugehen. Ahnliches sehen wir bei pu 9,38. Hier 
iber ist die maximale Fallzeit bei 0,01 mol. Lésung beobachtet (Ta- 
belle V und Abb. 5). 

e) Na,SO,. Dieses Salz ruft eine starke Verlangerung der Fallzeit 
bei py 2,95 hervor (von 1 Sekunde auf 3 Minuten 16 Sekunden). Beim 
py 3,72 wurde die gréBte Verlingerung bei 0,005 mol. beobachtet. 
dann fallt sie langsam ab. Bei py 4,68 haben wir eine proportional zur 
Na,8O,-Konzentration verlaufende Verlingerung der Fallzeit (von 
1 auf 5 Minuten 40 Sekunden), bei px 5,95 wurde nur ein kleiner 
KinfluB dieses Salzes beobachtet. Doch verlaingert es auch hier die Fall- 
zeit. Bei py 7,34 und 9,38 beobachteten wir eine Kurve mit einem 
Maximum, das bei 0,05 mol. liegt (Tabelle VI und Abb. 6). 


Tabelle VI. 


EinfluB von Na,SQO,. 





Fallzeit bei Nag S O,4-Konzentrationen 


PH —-— 

0,005 mol. 0,01 mol. 0,025 mol 0,05 mol. 
2,95 4" 19” 58”’ 3°16" 
3,72 5’ 10 4'40 4'07 3 54 
4,68 1 49 2 17 4 20 5 40 
5,95 3 56 4 30 4 36 4 45 
7,34 4 43 4 48 5 00 6 40 
9,38 1 10 1 19 2 14 2 30 
> 10 4 5 5 6 


f) MgSO,. Dieser Elektrolyt verlingert sehr wenig die Fallzeit 
bei py 2,95. Er verlangert sie bei py 3,72. Bei py 4,68 ist die Ver- 
lingerung viel gréBer als bei py 3,72. Bei py 5,95 ist die Verainderung 
gering. Bei py 7,34 erhalten wir eine Kurve mit einem Meximum bei 

, 
Tabelle VII. 
EinfluB von MgSQ,. 





Fallzeit bei MgS 0,-Konzentrationen 


Pu ——--— - a wa 

0,005 mol. 0.01 mol. 0,025 mol. 0,05 mol 
2,95 2” 3” 4” - 
3,72 1'59 2’ 03 2’ 06 2’ 10 
4,68 1 38 1 50 2 32 2 47 
5,95 3 20 3 23 3 49 3 42 
7,34 6 12 6 26 7 40 6 30 
9,38 1 20 217 4 36 4 37 
> 10 5 20 42 44 











412 St. J. von Przylecki u. J. Targénska: 


0,025 mol., wo eine grobe Verminderung der Fallgeschwindigkeit 
beobachtet wurde. Dasselbe wurde bei py 9,38 konstatiert (Tabelle V1 
und Abb. 7). 


3. Fallzeit der Systeme Gelatine + Glucose. 

Die Untersuchungen beschrinken sich auf die Kinwirkung, die di 
zugesetzte Glucose ausiibt bei py 3,72, 4,68, 3,98, 7,34 und 9,38. Die 
Endkonzentration der Glucose variierte von 0,1 bis 1%. Bei py 3,72 
und 4,68 erniedrigt die Glucose die Fallzeit sehr wenig, bei py 5,95 ist 
sie ohne Einflub, bei py 7,34 und besonders bei 9,38 ist die Fallzeit 
erhéht. Bei py 9,38 steigt sie von 55 Sekunden auf 2 Minuten. Schon 
kleine Glucosekonzentrationen rufen einen starken Effekt hervor 
(0,1 % ig. Lésung) (Tabelle VIII und Abb. 8). 


Tabelle VIII. 


EinfluB von Glucose. 





Fallzeit bei Glucose-Konzentrationen 


PH " —_ ciara sntinianiniatimiinel 
0,005 mol. 0,01 mol. 0,025 mol. 0,05 mol. 

2,95 Geliert nicht 

3,72 1’ 34” 1’ 26” 1’ 39” 1’ 45” 
4.68 47 40 48 50 
5,95 3 14 2 52 3 07 3 10 
7,34 4 16 4 52 4 40 4 52 

38 1 22 1 51 1 50 2 00 
>10 Geliert nicht 


4. Systeme Gelatine + Starke. 

Die Endkonzentrationen der Starke variierten von 0,25 bis 1,5°, 
Die Stirke wurde 1 Stunde auf dem Wasserbad erhitzt und gab nach 
dem Erkalten so kleine Fallzeiten, daB sie mit unserer Methode un- 
bestimmbar waren. Bei py 3,72 ruft die Starke eine groBe Steigerung 
der Fallzeit (von 1 Minute 50 Sekunden auf 12 Minuten 30 Sekunden) 
hervor. Besonders groB ist die Einwirkung der 1,5° ig. Starkelésung. 
Bei py 4,68 beeinfluBt die Starke nur in geringem MaBe die Fallzeiten 
Es wurde eine Steigerung von | auf ] Minute 20 Sekunden bei 0,5 °,ig 
Lésung festgestellt. Bei héheren Konzentrationen wurde wieder ein 
Abfall auf 1 Minute beobachtet. Bei py 5,95 erniedrigt die Starke 
die Fallzeit sehr. Sie fallt von 3 Minuten 11 Sekunden auf 18 Sekunden 
Ganz anders wirkt das Polysaccharid bei py 7,34, wo es eine Erhéhung 
der Fallzeit hervorruft. Sie steigt von 4 Minuten 15 Sekunden aut 
6 Minuten 20 Sekunden bei 1,5°% ig. Starkelésung. Auch bei px 9,35 
wurde eine Steigerung der Gelierung beobachtet. Die Fallzeit stieg 
von 55 Sekunden auf | Minute 40 Sekunden (‘Tabelle IX und Abb. 9) 
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Tabelle IX. 


EinfluB von Starke. 


XII. 


413 





Fallzeit bei Starkekonzentrationen 


PH 

0,259 9 0,5° 1,09), 
2,95 1 — 
3,72 1’ 55 2° 00" 2° 38" 
4,68 1 12 1 19 1 10 
5,95 2 27 2 06 1 20 
7,34 4 20 4 40 4 49 
9,38 55 54 1 04 
> 10 5 2 D 

5. Systeme Gelatine + Ovalbumin. 


Die Endkonzentration des E variierte zwischen 0,5 bis 4°. Bei 


pu 3,72 erhéht das Ovalbumin die Fallzeit von 1 Minute 50 Sekunden 
auf 4 Minuten, bei py 4,68 von | auf 4 Minuten 10 Sekunden, bei py 5,95 
erniedrigt es die Fallzeit von 3 Minuten 15 Sekunden auf | Minute 
56 Sekunden, bei 7,34 px stiegt sie von 4 Minuten 15 Sekunden auf 
6 Minuten 40 Sekunden und bei py 9,38 von 55 Sekunden auf 1 Minute 


32 Sekunden. 
Tabelle X. 


EinfluB von Ovalbumin. 





Fallzeit bei Ovalbumin-Konzentrationen 


PH 
0,5 9/5 1,0° 5 2,0 0), 
2,95 Geliert nicht 
3,72 8’ 30°’ 2' 5" 2’ 40" 
4.68 1 53 2 28 3 22 
5,95 2 46 2 23 2 00 
7,34 4 56 5 17 5 40 
9,38 Db 1 20 1 27 
> 10 Geliert nicht 
Besprechungen. es 
Wenn wir die Interpretation der Ande- 
rung der Fallgeschwindigkeit, die vorher gv 
gegeben wurde, annehmen, kénnen wir uns 
die im experimentellen Teil erhaltenen Resul- x 
. ie ” : NG 
tate in folgender Weise erklaren. Die py- ~”* 
Kurve der Aggregationsinderung zeigt uns 
7 7 
(Abb. 1), daB im I. P. ein Minimum der Fall- t 
zeit liegt. Sie steigt nach beiden Seiten vom 


I. P. bis zu einem: Maximuni, von dem sie 
schnell sinkt. Die groBe Fallgeschwindig- 
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keit beim J. P. kann zweifach erklart werden. Das Minimum kann 
sowohl durch die kleine Hydratation der E#-Micellen, als auch 
durch kleinere Aggregation hervorgerufen werden. Da aber die Hydra- 
tation, wie wir angenommen haben, nur eine kleine Rolle in der Fall- 
geschwindigkeit spielen kann und die Salze, die nur eine Verminderung 
der Viskositit in Gelatinesolen hervorrufen, eine Erhéhung der Fallzeit 
bei der Gallerte hervorrufen, glauben wir, da die Kurve ein wahres Bild 
der Aggregationsinderungen darstellt. Es wire also im I. P. ein 
Minimum der Aggregation. Die positiv oder negativ geladenen Micellen 
wiren bis zu einer bestimmten Ladung viel mehr aggregationsfahig als 
das ungeladenc Zwitterion. Die negativ geladenen Molate zeigen 
eine viel starkere Aggregationsfihigkeit als die positiv geladenen, 
obwohl die Viskositaét der Gelatinesole bei py < 1. P. gréBer als bei 
pu >I. P. ist. 

Ob bei pu >I. P. gréBere Aggregationseinheiten entstehen, oder 
die Art des Aggregierens anders als bei py < I. P. ist, bleibt unent- 
schieden. Die Entscheidung wird in der nichsten Arbeit erfolgen, wo 
wir das Aggregieren mit anderen Methoden bestimmen. 

Auber der Differenz in dem Aggregationsgrad ist es sehr wahr- 
scheinlich, daB eine andere Aggregationsart zwischen den positiv und 
den negativ geladenen Gelatinemizellen erfolgt. Dies ist theoretisch 
deswegen leicht zu erklaren, da diejenigen Gruppen, die bei pq > I. P. 
als Ionen fungieren, bei py < als Dipolmomente erscheinen und vice 
versa reaktionsfaihig sind. Es ist aber zu bedenken, dab bei py > 1. P. 
die Zahl der aggregationsfahigen NH,- und NH-Gruppen viel gréBer 
als bei pa < I. P. der COOH ist. Nach Pauli ist das Verhaltnis der 
NH,- zu COOH-Gruppen gleich 1,72: 1,0. Bei py, die oberhalb des 
I. P. liegen, ist die Ladung der Micellen gering. Die Gelatine verfiigt 
mach Pauli und Goigner' ,,pro 1 g nur wenig tiber ein Drittel (Héchst- 
zahl 57. 10-5 g Aquivalente) der Zahl der negativen Gruppe des Serum- 
albumins*. 


Aus den Ergebnissen sehen wir, daB die Wirkung des zugesetzten 
Salzes von mindestens zwei Faktoren abhingt. Erstens von der Wertig- 
keit der Ionen, zweitens aber von ihren spezifischen Eigenschaften. Die 
groBe Rolle, die der Ionenwertigkeit zugeschrieben werden muB, spricht 
fiir einen EinfluB, den die Salze auf die Ladung und dadurch auf die 
Aggregationsfahigkeit austiben. 

Wenn wir vom J. P. anfangen und die Wirkungen beim pa = 4,68 
analysieren, sehen wir, daB alle Salze die Aggregierung verstarken. 
Die Salze mit einwertigen, beiden zweiwertigen Ionen, mit einwertigem 


1 EB. Goigner u. Wo. Pauli, diese Zeitschr. 235, 1930. 
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\nion und zweiwertigem Kation steigern das Aggregieren schwach, 
viel stirker wirkt das Na,SO,. und die gréBte Aggregation erfolgt bei 
kleinen Konzentrationen von AIC]. 

Diese Erscheinungen sind im Einklang mit den Ergebnissen von 
Andrzejewski!, welcher konstatierte, daB die Alkoholfillung der Gelatine 
beim I. P. durch alle Salze erniedrigt ist. Auch da wirkte Na,SO, 
bei derselben Konzentration starker als MgCl,. Wenn wir mit anderen 
Autoren annehmen, daB Na,SO, die Gelatine im I. P. negativ, das 
MgCl, positiv ladet, sehen wir eine Ubereinstimmung mit der py-Kurve, 
wo das negativ geladene Gel viel stirker geliert als das mit einer 
positiven Ladung behaftete. 

Eine Ausnahme macht das AIC], das eine grobe Abweichung von 
allen anderen Salzen zeigt. 

Die Salze kénnen sowohl einen EinfluB auf 1. die Gruppen, wie 
auf 2. die Hydratation und 3. auf die Gestalt der Micellen ausiiben. Es 
existiert ein groBer Unterschied zwischen den Erscheinungen, die als 
Herabsetzung der Ladung auBerhalb des I. P. erklart werden, und den- 
jenigen, die im I. P. erfolgen. In letzterem Valle ist die Salzwirkung 
viel komplizierter. 

Wenn wir die Analyse weiter fiihren, sehen wir, da8 beim py 2,95, 
mit Ausnahme der spezifischen Wirkung des AICI, nur das Na,SO, 
die Aggregation stark beeinfluBt. NaCl, MgCl, CaCl, und MgSO, 
wirken ganz ahnlich und zwar sehr schwach. 

In diesem Falle wurde die ladungsvermindernde VW irkung am leich- 
testen nachgewiesen. Die Aggregation bei py 2,95 ist durch die starke 
Ladung sehr gering. Das Na,SO, vermindert die Ladung stark und 
erméglicht somit ein Aggregieren. Nur das Verhalten von MgSQ,. 
das ein zweiwertiges Anion enthilt, ist mit dieser Annahme unver- 
einbar, besonders da MgCl, stairker als MgSO, aggregierend wirkt. 

Bei py 3,72 wirkt NaCl erniedrigend; AICl,, CaCl, und MgCl, er- 
niedrigen bei kleinen, erhéhen bei gréBeren Konzentrationen die Fallzeit. 
MgSO, bleibt ohne EinfluB, Na,SO, erhéht bei kleinen, erniedrigt bei 
héheren Konzentrationen die Aggregierung. Am einfachsten ist die 
Wirkung von Na,SQ, zu erkliren. Das Na,SO,, das die positive 
Ladung vermindert, ruft bei gegebener Konzentration eine VergroBerung 
der Aggregation hervor. Die durch die héhere Konzentration hervor- 
gerufene Herabsetzung der Fallzeit kann nicht durch einen cinfachen 
EinfluB auf die Ladung erklart werden. 

Unaufgeklart ist die Wirkung von NaCl, CaCl, und MgCl,, die das 
Aggregieren in kieinen Konzentrationen erniedrigen. Es kann sein, 
daB das CaCl, die Ladung noch etwas erhéht durch das Assoziieren 


1 H. Andrzejewski, Biochem. J. 26, 1932. 
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von Ca- mit den dissoziierten COO-Gruppen. Das ist aber nur eine 
Annahme. 

Bei px 5,95 andern NaCl und MgSO, das Aggregieren fast gar 
nicht. Die verstarkende Wirkung von Na,SO, kann nicht durch ein- 
fache Ladungsinderung erklirt werden. Der KinfluB der SO,-Ionen 
auf die dissoziierten NH,-Gruppen kénnte nur eine Verstarkung der 
abstoBenden Krafte hervorrufen. Auch der EinfluB von CaCl, und 
MgCl, ist schwer mit der Ladungsinderung zu verbinden. Diese Salze, 
die bei kleinen Konzentrationen die Ladung der Molate vermindern, 
vermindern auch die Fallzeit. Bei héheren Konzentrationen, wo die 
Ladung sehr gering ist oder anderes Vorzeichen besitzt, ist die Fall- 
geschwindigkeit wieder gering. 

Bei py 7,34 erniedrigt NaCl das Aggregieren, obwohl es die Ladung 
vermindert. Bei CaCl, und MgCl, sind Erscheinungen, die besonders 
bei CaCl, stark hervortreten, beobachtet worden. Kleine Konzentra- 
tionen erniedrigen das Aggregieren ,obwohl sie eine Ladungsverminderung 
hervorrufen. Héhere Konzentrationen vergréBern die Aggregation. 
Das MgSQO,. obwohl bei diesem py die Wertigkeit des Kations eine 
dominierende Rolle spielen sollte, erhéht stark die Fallzeit, im Gegensatz 
zu MgCl,. Die aggregationssteigernde Wirkung von Na,SQ, ist auch 
nicht im Einklang mit der Ladungserklarung. Die Fallzeit steigt beim 
maximalen Aggregierungs-py von 4 Minuten 50 Sekunden auf 6 Minuten 
40 Sekunden. 

Beim px 9,38 steigern NaCl, CaCl,, MgCl,, MgSO, und Na,SO, 
die Aggregierung. Der Einflu8 der Wertigkeit der Kationen wird dabei 
beobachtet. AIC, erhéht die Fallzeit bei einer gegebenen Konzen- 
tration, dann erfolgt ein Abfall. 

Zusammenfassend sehen wir, daB die Aggregierungsinderung, die 
durch Salzzusatz hervorgerufen wird, nicht einheitlichen Ursprungs 
ist. Die Salze indern den Aggregationugrad durch die Ladungsainderung. 
Die Aggregation ist am starksten, wenn die Gelatine schwach negativ 
geladen ist. Viele Salze erhéhen das Aggregieren weit iiber das Maximum, 
das ohne Salzzusatz bei py 7,34 konstatiert wurde. CaCl, erhéht so 
bei pu 7,34, AICI, bei py 2,95, 3,72, 4,68, 7,34, 9,38; MgSO, bei px 7,34; 
Na, SO, bei px 4,68, 5.95 und 7,34. Nur das aus univalenten Lonen 
zusammengesetzte NaCl steigert bei keinem py die Fallzeit oberhalb des 
Maximums, bei der Kontrolle bei py 7,34. 


Diese Steigerungen, die besonders bei AIC], groB sind, kénnen 
nicht durch bloBe Ladungsinderung erklirt werden. In diesem 
Phainomen spielen zwar die Wertigkeiten, auBerdem aber auch die spezi- 
fischen Eigenschaften der salzbildenden Ionen eine Rolle. Al wirkt am 
stirksten. CaCl, wirkt anders als MgCl,. MgSO, anders als MgCl, 
bei py >I. P. Es ist schwer, eine Erklarung des Anstiegs der Aggre- 
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gierung, welche durch Salze hervorgerufen wird, zu geben. Wir werden 


nur einige mégliche Konzeptionen angeben. Die Steigerung kann erstens 
durch eine Anderung der Aggregierungsart (andere Molatpunkte) 
erklart werden. Zweitens durch eine Gestaltsinderung der einzelnen 
Micellen (Verlangerung oder Drehung, z. B. beim Al-Zusatz), dadurch 
entsteht eine andere ultramikroskopische Struktur, drittens erfolgen 
Hydratationsinderungen, viertens dienen die Lonen als Verkniipfungs- 
stellen (Verniheffekt von Meyer'). Meyer nimmt, wie bekannt, an, 
,,daB das Chrom, welches sowohl Anionen als Kationen, sowie neutrale 
Bestandteile fest in sein oktaedrisches Komplexgefiige einbauen kann, 
die Eigenschaft besitzt, die Ketten verschiedener Micellen miteinander zu 
vernihen. Es ware méglich, daB auch Al sowie SO,, Ca, Mg auch als 
verbindende Ionen, die durch zwei oder drei Valenzen mit zwei oder 
drei Gelatinemicellen in Bindung treten kénnen, als Verbindungszentren 
fungieren. Selbstverstandlich verstarken solche Punkte sehr die Struktur 
und erhéhen die Fallzeit. Besonders das Al, welches bei bestimmten py 
amphoteren Charakter besitzt, kann bei niedrigen px (2,95 bis 3,72) 
mit den positiven Gruppen von Gelatine in Bindung treten. 


Unsere Versuche zeigen, daB sowohl Ca, Mg wie Al weit unterhalb 
des I. P. und SO, oberhalb des I. P. einen groBen EinfluB auf das 
Aggregieren der Gelatine ausiiben. 


Der EinfluB der Glucose bei py 3,72, 4,68, 5,95 ist sehr gering. 
Die Gelierungsverminderung, die bei kleinen Konzentrationen (0,1 °,) 
hervortritt, ist sehr klein. 


Bei py 7,34 und besonders py 9,38 erfolgt eine Aggregierungs- 
steigerung, die bei py 9,38 100%, entspricht. Diese Erhéhung kann 
nicht durch py oder Ladungsinderung erklart werden. Es kann méglich 
sein, daB diese Erhéhung durch die Bindung von C=OH der Glucose 
mit NH,-Gruppen der Gelatine (Neuberg?, Euler*) hervorgerufen ist. 


Die erhaltenen Resultate zeigen jedenfalls, daB das elektrisch 
neutrale Kristalloid einen sehr kleinen EinfluB auf das Aggregieren 
ausiibt. 


Ganz anderen Charakter hat der EinfluB der Starke auf das Gelieren. 
Besonders stark tritt die Aggregierungsverstirkung bei pq 3,72 auf, 
wo die Fallzeit von 1 Minute 55 Sekunden auf 12 Minuten 30 Sekunden 
steigt. Bei py 4,68 iibt die Starke fast keinen KinfluB aus, bei py 5.95 


H. Meyer: diese Zeitschr. 208, 1923. 
2 OC. Neubergu. M. Kobel, diese Zeitschr. 162, 1925; 174, 1926; 179, 1926. 
3H. v. Euler u. Brunius, Zeitschr. f. physiol. Chem. 154, 1926; 161, 1926. 
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erniedrigt sie das Aggregieren. Die Fallzeit sinkt von 3 Minuten 19 Se- 
kunden auf 19 Sekunden. Bei py 7,34 wird wieder ein Anstieg der 
Aggregierung beobachtet. Von 4 Minuten 15 Sekunden  steigt die 

Fallzeit auf 6 Minuten 20 Sekunden. Noch 














4 ‘ican Maen ees ee bei py 9,38 ist eine Steigerung der Fallzeit 
et durch Starkezusatz festgestellt. 

ff | Die zitierten Tatsachen. besonders 
- diejenige, daB Starkezusatz bei py 3,72 
einen sehr groBen Aggregationsanstieg her- 
vorruft, stehen in gutem Einklang mit der 
ee va von Przytlecki und Grynberg' konstatierten 
s° heteropolaren Bindung L-—-Amylopektin. 
5 ae Die Starke wirkt aggregierend nicht 
¢ eS durch Ladungsinderung, sondern wahr- 
3 i scheinlicher durch Verkniipfung (Ver- 
an nihung nach Meyer), indem mit dem 
7! Le = Amylopektin, dessen Micellen vier bis fiinf 
8 freie P-lonen besitzen, vier bis fiinf 

0 0a 25 7 spd ' ; > 

Starke in % £-Micellen in Bindung treten kénnen. 

Abb. 2. Somit erhalten wir anstatt des ge- 


wohnlichen Gels, das ausschlieBlich aus 
Glutin gebaut ist, eine Mischgel-Mischgallerte, die eine heterogen: 
Konstitution von Glutin-—Stérke-Komplexen bildet. Die Konstitution 
der Gallerte ist auBer von py und Salzanwesenheit auch von der 
Gelatine- und Stirkekonzentration abhaingig. Es kénnen sowohl 
S—E-S-—E wie 


E—S-—S 
| s 
\E—s§ i 
/ | 
/ \ Pei Ss ox 
E E 


entstehen, wo S = Starke (Amylopektin), L = EiweiB bedeutet. 

Wir nehmen also eine Existenz von Mischmicellen von einer Kon- 
stitution £,, 8, an, wo m und nm von den Konzentrationen der beiden 
Komponenten, vom py und der Salzanwesenheit abhangen. 

Bei px 4,68 wurden fast keine Aggregationsinderungen nach- 
gewiesen. Auf Grund der mit Ovalbumingei erhaltenen Resultate 
schlieBen wir, daB in diesem Falle das negative Ergebnis nicht durch 
das Fehlen einer Verbindung E—S, vielmehr durch 1. eine viel kleinere 


1 von Przylecki u. Grynberg, diese Zeitschr. 248, 1932. 
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Bindung, 2. durch keine Beeinflussung der Fallzeit durch Mischmicellen- 
entstehung hervorgerufen wird. 

Der Abfall der Aggregierung bei py 5,95 kann entweder durch eine 
Bindung E—S, die eine viel kleinere Aggregierung als das freie 
(:lutin besitzt, oder durch die groBe Hydratation der freien Starke erklart 
werden. Wir glauben vielmehr, daB die erste Annahme viel plausibler 
ist. Bei px 7,34 erfolgt aufs neue ein 
Anstieg der Aggregierung bei Stirke- 
zusatz. Es entstehen wieder Misch- 
micellen, deren Struktur starker als die 
des freien Glutins ist. Dasselbe miissen 
wir bei px 9,38 annehmen. 

Durch den Ovalbuminzusatz steigt 
die Aggregation bei py 3,72, 4,68, 7,34 
und ein wenig bei 9,38. Bei py 5,95 
ist sie vermindert. Die Aggregations- 
zunahme ist nicht so groB wie bei 
den Systemen E—S. Auch in diesem 


Zeit 








agh 4 = ae J 


.* 2 > 7} j a y > ad ms i < 
Falle nehmen wir an, daB die Zunahme LiweiB in % 
der Fallzeit durch Entstehung von Abb. 8. 


Mischmicellen zu erkliren ist, obwohl 
auch die Wirkung der Anderung der Ladung und der Einflu8 der 
mit dem Ovalbumin eingefiihrten Salze nicht ausgeschlossen sind. 


Alle die zitierten Tatsachen zeigen, daB die Aggregationsinderung 
durch verschiedene Zusatze eine neue Methode zur Untersuchung iiber 
die Bindung der Kolloide ist. Diese Methode ist aber nur auf die 
Systeme beschrankt, wo das eine Kolloid gallertbildungsfihig ist. Es 
erlaubt aber, die Bindung, besonders der Aggregate, die noch nicht als 
Suspensionen anwesend sind, zu untersuchen. 

Wir miissen ausdriicklich unterstreichen, da8 ein negatives Kesultat, 
wie bei der Viskosititsmethode, nicht immer als Fehlen einer Bindung 
anzusehen ist. 








Ultrafiltration mit der Hochdruckapparatur. 


Von 
W. Eissner. 
(Aus der Universitats-Frauenklinik Leipzig.) 


(Eingegangen am 21. September 1932.) 


In einer kiirzlich erschienenen Arbeit berichteten von Desed und 
Lamoth (1) tiber Ultrafiltration von Pferdeserum unter hohem Druck. 
Sie beobachteten, daB die einzelnen Fraktionen des Ultrafiltrats keine 
konstante Zusammensetzung hatten, sondern daB im Verlauf der Fil- 
tration die Konzentrationen der filtrierenden Stoffe gré8er wurden. 
Diese Beobachtungen haben auch andere Untersucher gemacht und 
weiter verfolgt. Soweit das Filter selbst dabei eine Rolle spielt, sind 
besonders eingehende Untersuchungen vor allem von Manegold (2) 
und seinen Mitarbeitern, wie auch von Michaelis (3) und seinen Mit- 
arbeitern, angestellt worden. Weitere Beitrige zur Theorie der Ultra- 
filtration stammen von Auwasherger (4) und Gicklhorn (5). Wenn wir 
in dieser Arbeit iiber unsere Erfahrungen bei der Ultrafiltration berichten, 
verfolgen wir vor allem einen praktischen Zweck. Wir wollen zeigen, 
welche Faktoren die quantitative Zusammensetzung der Ultrafiltrate 
am starksten beeinflussen und bei der Auswertung der Resultate in 
erster Linie beriicksichtigt werden miissen. 

Es ist von vornherein nicht zu erwarten, daB bei Ultrafiltration 
von kolloidalen Lésungen das Filtrat die gleiche Konzentration an 
Elektrolyten besitzt wie das Ausgangsmaterial. Greenberg und Green- 
berg (6) wiesen neuerdings wieder darauf hin, weil von manchen Unter- 
suchern diese Tatsache nicht geniigend beriicksichtigt zu sein scheint. 
Nach Oakley (7) ist die Grenzschicht zwischen den kolloidalen Micellen 
und der Umgebungsfliissigkeit einer Membran vergleichbar; fiir die 
Verteilung der Elektrolyte gilt also die Regel von Donnan. Es miBte 
sich hiernach der sogenannte nichtlésende Raum der Micellen aus den 
quantitativen Bestimmungen im Ausgangsmaterial und im Ultrafiltrat 
berechnen lassen, wenn bei der Ultrafiltration keine anderen Faktoren 
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mitsprichen. DaB dies aber der Fall ist, darauf ist schon oben hin- 
gewiesen worden. Im folgenden soll nun an Hand unserer Untersuchungen 
versucht werden, die mit deu Arbeitsbedingungen wechselnden Resultate 
zu deuten und die Ursachen niher kennen zu lernen. 


Wir arbeiteten ebenso wie von Deseé und Lamoth mit der von der 
Géttinger-Membranfilter-Gesellschaft gelieferten Hochdruck-Ultrafiltra- 
tionsapparatur, die es gestattet, mit einem Druck bis zu 150 Atm. zu 
filtrieren’. Ein besonderer Vorzug des Apparates besteht darin, daB durch 
Verwendung eines elektromagnetischen Riihrers die Dauer der Ultrafiltration 
auch bei Verarbeitung gréBerer Fliissigkeitsmengen ganz wesentlich ab- 
gekiirzt werden kann. Als Filter verwendeten wir Ultrafeinfilter, die mit 
Kongorot auf Undurchlassigkeit fiir EiweiB gepriift waren. Die Dichte der 
Filter und damit die Filtrationsgeschwindigkeit von Wasser war 
verschieden groB. Wir hatten Filter der Nr. 100 bis 450, d.h. Filter, die 
bei einem Unterdruck von etwa 1 Atm. 100 cem Wasser in 100 bis 450 Mi- 
nuten durch eine Filterflache von 100 qem filtrierten. Wesentlich geringer 
ist natiirlich die Filtrationsgeschwindigkeit von kolloidalen Lésungen. 
Darauf wird spater noch naher eingegangen werden. 


Bei jeder Ultrafiltration wurde so verfahren, da unter das angefeuchtete 
Ultrafilter zum Schutz drei gehartete Filter gelegt wurden. Ein Vulkan- 
fiberring dichtete die Grundplatte gegen die Haube ab. Zuerst wurde das 
iiberschiissige Wasser der Filter abgedriickt, der Druck wieder abgelassen 
und dann erst der Apparat mit der zu filtrierenden Lésung gefiillt. Zur 
Erzeugung des Uberdruckes verwendeten wir Stickstoff, um das Filtriergut 
méglichst schonend zu behandeln. Vom Filtrat wurde der erste Kubik- 
zentimeter stets verworfen. Mit Sulfosalicylsiure wurde auf Abwesenheit 
von Eiwei8 gepriift. In fast allen Versuchen wurde dauernd geriihrt. 

Bei der quantitativen Bestimmung wurde die Konzentration der be- 
treffenden Elektrolyte sowohl im Ausgangsmaterial wie in den einzelnen 
Fraktionen des Ultrafiltrates, bei einigen Versuchen auch im _ nicht- 
filtrierten Anteil, ermittelt. Natrium wurde nach Kramer und Tisdall (8) 
gewichtsanelytisch bestimmt. Fiir die Bestimmung in den eiweiBfreien 
Lésungen wurde direkt mit Kaliumpyrantimoniat gefallt. Calcium wurde 
mit Oxalat gefallt und titrimetrisch bestimmt. Zur Chloridbestimmung 
enteiweiBten wir mit Trichloressigsiure, nachdem Vorversuche gezeigt 
hatten, daB diese EnteiweiBungsmethode zu genauen Ergebnissen fiihrt. 
Im Filttat wurde dann der Chlorgehalt nach Volhard ermittelt. In den 
Ultrafiltraten titrierten wir direkt nach Mohr. In fast allen Fallen wurden 
Doppelbestimmungen ausgefiihrt. Wir haben uns damit begniigt, in den 
Tabellen nur die Mittelwerte anzugeben. 


Ganz allgemein zeigte sich nun, daB die ersten Filtratanteile die 
geringsten, die letzten Filtratanteile die gréBten Konzentrationen an 
Elektrolyten besaBen. Das bedeutete fiir den noch nicht filtrierten 


1 Im allgemeinen ist es aber nicht ratsam, mit allzu hohen Drucken 
zu arbeiten, da einmal die Filtrationsgeschwindigkeit iiber einen bestimmten 
Druck hinaus (etwa 35 Atm.) nur noch wenig ansteigt und weiterhin die 
Gefahr besteht, daB durch Porenverengung des Filters nicht nur Kolloide, 
sondern zum Teil auch Elektrolyte zuriickgehalten werden. 
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Anteil eine immer starkere Erhéhung der Konzentration der Elektrolyte 
wihrend der Ultrafiltration und damit eine dauernde Verschiebung 
des Donnan-Gleichgewichts. Worauf war nun dieser scheinbare Wider- 
stand des Filters den Elektrolyten gegeniiber zuriickzufiihren? Es ist 
zwar bekannt, daB das Filter selbst zum Teil Elektrolyte zuriuckhalten 
kann, aber in unserem Falle konnte das nicht von vornherein zu der- 
artigen Konzentrationsverschiebungen fiihren; denn dieselben Filter 
filtrierten eiweiBfreie Lésungen -- abgesehen von den ersten Kubik 
zentimetern = - in den Konzentrationen des Ausgangsmaterials 
(Versuch 3, 4, 19 und 21). Also mute dem Kolloid noch eine 
besondere Rolle zukommen. Das zeigte sich auch beim Vergleich der 
Filtrationsgeschwindigkeiten von Wasser, reinen Salzlésungen und 
kolloidalen Lésungen durch das gleiche Filter. Wahrend Salzlésungen 
fast ebenso rasch wie reines Wasser filtrierten, war die Filtrations- 
geschwindigkeit kolloidaler Lésungen stark herabgesetzt. Der Grund 
fiir die kleineren Filtrationsgeschwindigkeiten ist darin zu suchen, 
daB ein Teil der Poren durch die kolloidalen Teilchen verschlossen wird. 
In den gréBeren Poren werden diese sich sogar ganz festsetzen. Zu der 
Filtration durch die nicht verstopften Poren kommt so noch eine Fil- 
tration durch die in oder auf den Poren sitzenden kolloidalen Micellen 
hinzu. Und diese ist in erster Linie fiir die geringeren Konzentrationen 
der Ultrafiltrate verantwortlich zu machen. Das zeigen auch die 
Versuche 20 und 22, wo trotz vorheriger Sattigung des Filters mit 
Ringerlésung die Konzentrationen an Chlor im Ultrafiltrat von Serum 
wieder zuerst wesentlich geringer sind und wie gewéhnlich im Laufe 
der Filtration anwachsen. Da8 diese Filtration durch die Micellen 
—- neben der Herabsetzung der Filtrationsgeschwindigkeit -— ver- 
diinnend wirken mu8, ist leicht erklarlich. Wegen der negativen Ladung 
der Kolloide ist Ionen der Durchtritt durch die Micellen erschwert, 
wihrend die elektrischen Krafte des Filters in unseren Versuchen 
hierauf keinen merklichen EinfluB haben. Dieser Widerstand der Mi- 
cellen Elektrolyten gegeniiber fiihrt dazu, daB deren Konzentrationen 
im noch nicht filtrierten ‘Teil im Verlauf der Filtration ansteigen, und 
damit ist wiederum ein Ansteigen der Konzentrationen im Ultrafiltrat 
verbunden. Ein weiteres Verstopfen der Poren im Laufe der Filtration 
wirkt in demselben Sinne. Nichtelektrolyte miiBten hiernach beim 
Durechtritt durch die Miceilen nur auf geringen Widerstand stoBen, 
und dafiir sprechen auch die Untersuchungen von Greenberg und (reen- 
berg (6) mit Harnstoff, die mit neutralen, schwachsauren oder schwach- 
alkalischen Lésungen angestellt wurden. Sie fanden namlich zugesetzten 
Harnstoff im Ultrafiltrat in etwa den gleichen Konzentrationen wieder 
vor. Dasselbe beobachteten auch wir bei unseren Bestimmungen 
von Harnstoff im Serum und im Ultrafiltrat. 
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Wir haben unsere quantitativen Untersuchungen vorerst darauf 
beschrinkt, das Verhalten von Natrium, Chlor und Calcium genauer 
kennenzulernen. Es wurden zwar gelegentlich auch andere Ionen, wie 
Kalium, Phosphat u. a., bestimmt, aber bei der noch geringen Zahl an 
Beobachtungen soll tiber diese hier nichts ausgesagt werden. Natrium 
und Chlor wurden als Vertreter eines Kations und Anions gewablt, 
Calcium wegen seiner komplexen Eigenschaften und besonderen Be- 
ziehungen zum Eiwei®. Eine kurze Betrachtung der Resultate (s. vor 
allem Versuche 1 und 2) liBt schon erkennen, daB diese drei sich ganz 
verschieden verhalten. Chlor passiert das Filter am leichtesten, da es 
wahrscheinlich nur in ionogener Form vorhanden ist. Die anscheinend 
schlechtere Filtrierbarkeit des Natriums ist darauf zuriickzufiihren, 
daB bei der Reaktion des Serums die Kolloide wie Sauren reagieren 
und deshalb Alkalien binden. Das gleiche gilt fiir Calcium, nur kommt 
bei ihm noch hinzu, da$ ein groBer Teil komplex an EiweiB gebunden ist 
und deshalb nur 30 bis 40°, als ultrafiltrabel zu gelten haben. Aus- 
fiihrlich sind die Verhaltnisse fiir Calcium von Klincke (9) behandelt 
worden. Hier soll nur noch einmal darauf hingewiesen werden, wie sehr 
die Bindung des Calciums von der Wasserstoffionenkonzentration der 
Lisung abhingt. Bei einem py = 5,8 (Versuch 5) ist praktisch alles 
Calcium ultrafiltrabel, wahrend bei py = 8,2 (Versuch 19) nur _ bis 
etwa 30°, ins Ultrafiltrat gehen. 

Weiter wurde untersucht, wie sich die verschiedene Durchlassigkeit 
der Ultrafeinfilter auf die Zusammensetzung der Filtrate auswirkte 
(Versuche 8 bis 14). Es zeigte sich, daB die Konzentrationen der Filtrate 
selbst dann noch verschieden sein konnten, wenn Filter der gleichen 
Dichte verwendet wurden. Entscheidend ist also nicht allein die Filtrier- 
geschwindigkeit fiir Wasser, sondern auch die Form und GréfSe der 
Poren oder Spalten des Filters. Die Verstopfung mit den kolloidalen 
Micellen kann danach auch bei Filtern gleicher Nummer unter (m- 
stinden ganz verschieden verlaufen. Es haben Filter, die fiir Wasser 
die gleiche Durchlassigkeit besitzen, kolloidalen Lésungen gegeniiber 
nicht ohne weiteres als gleich durchlassig zu gelten. 

Einen Teil dieser Versuche fiihrten wir mit Gelatinelésung aus (Ver- 
suche 8 bis 10). Die Verhaltnisse liegen hier komplizierter als beim Serum. 
Es zeigte sich nimlich jedesmal nach Beendigung der Ultrafiltration, daB 
sich auf dem Filter eine diinne, abziehbare Gelatineschicht gebildet hatte. 
Die geringe Léslichkeit der Gelatine erschwerte den Einblick in den Gang 
der Filtration, und die auffallend tiefen Werte fiir Chlor und Calcium waren 
sicher darauf zuriickzufiihren, daB8 die dem Filter aufsitzende Gelatine- 
schicht wie ein Vorfilter mit geringer Durchlassigkeit wirkte. Bemerkens- 
wert ist das Verhaltnis Chlor: Calcium in den einzelnen Fraktionen. Im 
Laufe einer Filtration blieb es zwar einigermaBen! konstant, war aber fiir 


1 Es verschiebt sich etwas zuungunsten des Calciums. 
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die einzelnen Filtrationsversuche ein ganz verschiedenes. Vielleicht wa 
das auf eine teilweise Siebwirkung dem hydratisierten Calciumion gegeniibe 
zuriickzufiihren (10). 

Die Versuchsergebnisse mit Serum waren klarer. Es wurden je 50 cen 
Serum gleicher Abstammung durch vier verschiedene Filter filtriert, zweima 
wurde mit einem Druck von 10 Atm., zweimal mit 60 Atm. gearbeitet 
(Versuche 11 bis 14). Der scheinbare, ultrafiltrable Prozentsatz war be 
allen vier Versuchen verschieden, und es bestanden keine direkten Be 
ziehungen zwischen Dichte und Filtrierbarkeit. Wiederum zeigten sic! 
innerhalb eines Versuches konstante Verhiltnisse Chlor: Natrium in dei 
beiden Fraktionen der Ultrafiltrate, und wiederum waren diese verschieden 
von Versuch zu Versuch. Es war also noch ein anderer wesentlicher Faktor 
von EinfluB, der letzten Endes zu einer verschiedenen Durchlassigkeit fii 
die beiden lonen fiihrte. Worauf dieser unterschiedliche Widerstand des 
Filters zuriickzufiihren war, konnte durch unsere Versuche nicht geklart 
werden. Adsorptionskraéfte waren nicht die Ursache. Vielleicht macht« 
sich hier die schon erwahnte Undurchlassigkeit sehr enger Poren bemerkbar. 
Jedenfalls zeigen diese Versuche deutlich, da aus den gemessenen Werten 
keine Riickschliisse auf den wahren ultrafiltrablen Teil gezogen werden 
diirfen. Der Versuch 14 ist noch deshalb interessant, weil bei ihm der Wider 
stand des Filters gegen den Durchtritt der Elektrolyte nur sehr gering ist. 
110 bzw. 100°, des Serumwertes von Chlor und Natrium waren im Ideal 
fall die zu erwartenden Werte gewesen, erhalten wurden bereits zu Beginn 
der Ultrafiltration 105 bzw. 94°,*. Das laBt die Hoffnung zu, daB man 
schlieBlich durch entsprechende Herstellung der Filter doch noch zu einem 
praktisch ideal filtrierenden Ultrafeinfilter kommen kann. 

Auf die Beschleunigung der Filtration durch Riihren war schon 
hingewiesen worden. Ob ein EinfluB auf die Zusammensetzung besteht. 
konnte bei der Verschiedenheit von Filter zu Filter experimentell 
nicht festgestellt werden (Versuche 6 und 7). Man mu aber bei dem 
dauernden Ansteigen der Konzentrationen im Riickstande erwarten 
daB durch Ausgleich der Dichteunterschiede des Filtriergutes durch 
Rihren die Konzentrationen im Ultrafiltrat langsamer ansteigen. Beim 
Arbeiten ohne Rihrwerk wird die oberhalb des Filters sich ansammelnde 
Kolloidschicht vielleicht so lange ohne gréBeren EinfluB sein, als sie 
noch nicht zih ist urd keine abgeschlossene Flache bildet (siehe bei 
Versuch 6 den Riickgang der Konzentrationen in Fraktion III). 

DaB eine vorherige Sattigung des Filters mit den betreffenden 
Elektrolyten —- wie sie vielfach empfohlen wird — in unseren Versuchen 
nicht zu Filtraten fiihrte, die mit konstanter Zusammensetzung fil- 
trierten, haben wir bereits oben erwihnt (Versuche 20 und 22). Die 
vorhandenen Adsorptionskrifte und zum Teil auch der sonstige Wider- 
stand des Filters lieBen sich zwar dadurch vor Beginn der eigentlichen 
Filtration ausschalten, aber es muBte wegen der Beteiligung der Micellen 


* Bei der Berechnung wurde angenommen, da8 der nichtlésende Raum 
der Micellen etwa 10°, betragt und etwa 10°, Natrium an Eiwei® ge- 
bunden sind. 
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an der Ultrafiltration auch dann noch immer die beobachtete Inkonstanz 
beim Filtrieren erhalten bleiben. 

Wir fragten uns schlieBlich, ob es denn iiberhaupt méglich ware. 
das gleiche Serum zweimal unter gleichen Bedingungen so zu filtrieren, 
daB die Zusammensetzung der Ultrafiltrate die gleiche ist. Das wird bei 
Verwendung verschiedener Filter vor allem davon abhangen, ob es 
méglich ist, bei der Herstellung von Ultrafeinfiltern in einer Charge 
Serien mit absolut gleichen Eigenschaften zu erhalten. Wir versuchten 
zum Ziele zu gelangen, indem wir durch das gleiche Filter zweimal 
filtrierten, nachdem wir es vor der zweiten Filtration gut gereinigt 
und weitgehend von EiweiB wieder befreit hatten. Die Versuche 15 
bis 18, 20, 22 zeigen, daB man auf diesem Wege wenigstens einiger- 
maBen gleiche Filtrate erhalt. Wir glauben, daB die Werte noch 
besser tibereinstimmen werden, wenn es uns gelingt, die Filter noch 
besser zu saubern. 


Es kénnte nach unseren Versuchen fast so aussehen., als ob die groBen 
Vorziige, die der Hochdruckapparat fiir das Arbeiten bietet, durch damit 
verbundene Nachteile illusorisch gemacht werden. Dieser SchluB ware 
sicher falsch: denn wir haben ja die Versuchsanordnung absichtlich 
so gewahlt, daB groBe Unterschiede zu erkennen waren. Wir konnten 
daraus Riickschliisse auf die Faktoren ziehen, die die quantitativen 
Verhaltnisse bei der Ultrafiltration bestimmen: und diese Gesetz- 
maBigkeiten gelten schlieBlich fiir jede Art von Ultrafiltration, ganz 
gleich, welcher Apparat verwendet wird. Bei entsprechender Versuchs- 


anordnung und Verwendung geeigneter Filter lassen sich wie an 
anderer Stelle gezeigt werden soll —- sehr wohl quantitative Messungen 


zur Beurteilung quantitativer Verhaltnisse in kolloidalen Fliissigkeiten 
verwenden. 
Zusammenfassung. 


1. Es wird gezeigt, daB bei der Ultrafiltration kolloidaler Fliissig- 
keiten die Micellen an dem Filtrationsvorgang selbst beteiligt sing 
und einen wesentlichen Einflu8 auf die quantitative Zusammensetzung 
der Ultrafiltrate haben. Sie bewirken ein dauerndes Ansteigen der 
Konzentrationen im Ultrafiltrat wahrend der Filtration. 


2. Das Gewichtsverhaltnis von Chlor zu Natrium (Calcium) bleibt 
im allgemeinen waihrend der Dauer der Filtration das gleiche. Bei Ver- 
wendung eines anderen Filters erhalt man bei gleichem Serum ein 
anderes Verhaltnis. Die Durchlassigkeit der Filter ist demnach fir die 
einzelnen Elektrolyte eine individuell verschiedene. 

3. Die Durchlassigkeit der Filter fiir Wasser steht in keiner Be- 
ziehung zur Durchlassigkeit fiir kolloidale Fliissigkeiten, sowohl in 

28 * 
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bezug auf die Filtrationsgeschwindigkeit als auch auf die Konzen- 
trationen in den Ultrafiltraten. 


4. Durch vorheriges Beschicken der Filter mit Elektrolyten lassen 
sich die Widerstande im Filter selbst weitgehend ausschalten. Det 
EinfluB der Micellen auf den Ablauf der Ultrafiltration ist dadurch 
aber nicht zu_ beseitigen. 
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Versuch 1. 


Ausgangsmaterial: 100 cem Serum. Druck: 65 Atm. mit Riihrwerk. 
Fraktion 1 bis III: je 20 ccm. 





Oc I I Ill Riickstand 
Cl 353 * 321 348 388 372 
Na 342 236 271 314 428 
Ca 10,9 80 | 2,7 2.1 28,6 


* Die angegebenen Werte bedeuten immer: mg in 100 cem Lisung. 


Versuch 2. 


Ausgangsmaterial: 200 cem Serum. Druck: 100 Atm. mit Riihrwerk. 
Fraktion I bis VII: je 20 ccm. 





Serum I ul Ul IV v | VI Vl | Riickstand 
Cl 363 328 338 345 = 852 363 375 390 490 
Na 351 241 248 254 268 271 277 311 483 
Ca 9.8 3,4 3,1 3,5 4.0 3,9 3,7 2,8 33,0 


Versuch 3. 


Ausgangsmaterial: 200 ccm Natriumchloridlésung. Druck: 25 Atm. ohne 
Riihrwerk. Fraktion I bis V: je 2cem. Fraktion VI bis XIV: je 10 ccm. 





Ausgangs- . . . TT—XTV 
material I 8 ll IV V VI VII—XIV 


Cl 588 435 577 580 584 585 587 588 





Aus 


Aus 


Cel 


Aus 
70/ 


Au 
0,5 








ynzen- 


lassen 
Der 
durch 


42. 
Diese 

Proto- 

32. 

21. 

J. gen. 


rk. 


kstand 


0 
33 
33,0 


ohne 
ecm. 





-XIV 


SS 


Ultrafiltration mit der Hochdruckapparatur. 427 


Versuch 4. 


Ausgangsmaterial: 200 cem Natriumchlorid-Caleiumchloridlésung. Druck: 


25 Atm. mit Riihrwerk. Fraktion I bis XX: je 10 ccm. 








Ausgangs- " > 
material I Ui Il IV V—XX 

Cl 261 241 258 259 260 261 
Ca 23,65 21,4 23,2 23,6 23.6 23,7 


Versuch 5. 


Ausgangsmaterial: 200 cem Natriumchlorid-Calciumchloridlésung mit 0,5°,, 


Gelatine. Druck: 25 Atm. ohne Riihrwerk. px = 5,8. Fraktion | bis IV: 
je 10cem. Fraktion V: 20cem. Fraktion VI: 25 ccm. 





| Ausgangs- » . 

| material I II Ill IV \ VI 
Cl 247 235 239 247 247 251 252 
Ca 21,7 20,1 20,1 21,5 21,7 22,0 22,2 


Versuch 6 und 7. 


Ausgangsmaterial: je 100 cem Serum gleicher Zusammensetzung. Druck: 
70/80 Atm. Versuch 6: Filter Nr. 400 ohne Riihrwerk. Versugh 7: Filter 
Nr. 400 mit Riihrwerk. Fraktion I bis III: je 10 cem. 





Versuch Serum I II Il Riickstand 
Cl 6 362 339 349 344 375 
7 362 278 283 284 394 
Na 6 321 257 265 261 375 
7 321 199 208 211 386 


Versuch 8 bis 10. 


Ausgangsmaterial: je 100ccem Natriumchlorid-Calciumchloridlésung mit 
0,5°% Gelatine. Druck: 50}Atm. mit Riihrwerk. pu = 8,2. Fraktion | 
bis ITI: je 10 cem. 





Versuch water Serum I II lil 
Nr. 
Cl 8 400 305 199 218 217 
9 400 805 203 213 255 
10 133 805 222 206 208 
Ca 8 400 10,75 1,4 1.6 1,5 
9 400 10,75 2.0 2.2 2.6 
10 133 10,75 4.5 3,2 3,4 
Cl: Ca 8 400 2,84 0,75 0,73 0,69 
100: 9 400 2,84 1,04 1,03 1,02 
10 , 138 2.84 2.03 1,61 1,64 
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Versuch 11 bis 14. 


Ausgangsmaterial: je 50cem Serum gleicher Zusammensetzung. Fraktion | 
und IIL: je 10 cem; mit Riihrwerk. 





Versuch og rong Serum I II 
Cl 11 200 10 355 307 322 
12 200 60 355 321 346 
13 400 60 355 331 351 
14 130 10 355 374 386 
Na 11 200 10 325 284 297 
12 200 60 325 220 239 
13 400 60 325 252 263 
14 130 10 325 307 315 
Na: Cl 11 200 10 1,09 1,08 1,08 
—— J. fe 12 200 60 1,09 1,46 1,45 
13 400 60 1,09 1,31 1,33 
14 130 10 1,09 1,22 1,23 


Versuch 15 bis 18. 
Ausgangsmaterial: Versuch 15, 16 und 18 je 50cem Serum gleicher Zu- 
sammensetzung; Versuch 17 50cem Ringerlésung. Druck: 35 Atm. mit 
Riithrwerk. Filter: Nr. 170; das gleiche Filter fiir alle vier Versuche. 
Fraktion I und IL: je 10 cem. 





aconenais Ausgangs- 
Versuch material : i 
ci 15 347 364 383 
16 347 356 384 
17 576 520 541 
18 347 390 387 


Versuch 19 bis 22. 
Ausgangsmaterial: Versuch 19 und 21 je 75 cem Ringerlésung (ohne Riihr- 
werk); Versuch 20 und 22 je 75 ccm Serum gleicher Zusammensetzung (mit 
Riihrwerk). Druck: 35 Atm. Filter: Nr. 133; das gleiche Filter fiir alle 
vier Versuche. Fraktion I bis V: je 15 cem. 





Versuch Ausgangs- I I 1 IV v 

Cl 19 576 561 569 571 575 574 
20 394 397 400 413 — — 

21 576 524 574 574 576 574 
22 394 391 396 412 — -- 
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Beziehungen zwischen der Struktur der Antigene 
und der Spezifitat der Antikérper'. 


Von 


H. Erlenmeyer und E. Berger. 


(Aus der Anstalt fiir anorganische Chemie und dem Hygienischen Institut 
der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 21. September 1932. 


In einer vorangegangenen Arbeit? konnte gezeigt werden, daB dem 
mit der neueren Strukturchemie eingefiihrten Begriff vom atomaren 
bzw. molekularen Felde* auch eine Bedeutung zukommt fiir das Ver- 
stindnis der Zusammenhange zwischen der Struktur der Antigene und 
der Spezifitat der Antikérper. Angaben aus der Literatur und eigene 
Versuche mit einer Reihe von isosteren Stoffen ergaben deutlich, dab 
die aus chemischen Verbindungen mit ahnlicher Feldwirkung herge- 
stellten Antigene im Organismus Antikérper erzeugen, die mit allen 
diesen Antigenen nahezu gleich starke Reaktionen geben, d. h. dab 
es nicht gelingt, diese ,,ahnlichen‘‘ Stoffe mit Hilfe einer serologischen 
Reaktion zu differenzieren. 

In jener Arbeit war die Ahnlichkeit der Feldwirkung bei drei Molekeln 
durch die drei im Grimmschen Verschiebungssatz verkniipiten Gruppen 

-O—, —~NH-—, —CH,~— gegeben. Der Begriff der Ahnlichkeit, der diesem 
Verschiebungssatz zugrunde liegt, hat seinen Ursprung in der Ahnlichkeit, 
welche bei Elementen bzw. Verbindungen derselben auftritt, die im 
periodischen System in einer der vertikalen Gruppen untereinander stehen. 
Vom Standpunkt der neueren Vorstellungen iiber den Bau der Atome |abt 
sich die Abnlichkeit der Elemente, wie auch die Ahnlichkeit der im Grimm- 
schen Verschiebungssatz zusammengefaBten Pseudoatome verstehen aus 
der Vergleichbarkeit der auBeren Elektronenschalen dieser Atome bzw. 
Atomgruppen. Hatten die bisherigen Versuche dargetan, da die Ahnlichkeit 
von Pseudoatomen sich in einem ahnlichen Verhalten im serologischen 
Experiment wiederfinden laBt, so lag es nahe, nach einer entsprechenden 
Beziehung zwischen ahnlichen Elementen im periodischen System und ihren 
serologischen Reaktionen zu suchen. 

Eine solche Méglichkeit bietet die fiinfte Gruppe des periodischen 
Systems mit den Elementen N, P, As, Sb, Bi. Von diesen lassen sich 

1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Rockefeller-Foundation. 

2 H. Erienmeyer u. E. Berger, diese Zeitschr. 252, 22, 1932. 

3 H.G.Grimm, Handb. d. Phys. 24, 519, 1927. 
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vom Phosphor, Arsen und Antimon Verbindungen herstellen, die dix 
Gewinnung von Antigenen nach dem Landsteinerschen Vorbilde er- 
lauben. Solche Verbindungen sind bekannt in der p-Aminopheny] 
phosphinsaure, p-Aminophenylarsinsaéure und p-Aminophenylstibinsaure 
Die p-Aminophenylstibinsiure lag als Praiparat der I. G. Farben- 
industrie (Héchst) vor. Die p-Aminophenylarsinséure liegt dem Atoxy! 
zugrunde, und die p-Aminophenylphosphinsaure lat sich, verunreinigt 
durch p-Chlorphenylphosphinsaure, herstellen. 


Darstellung der p-Aminophenylphosphinsiure. 


Nach den Angaben von A. Michaelis wurde durch 30stiindiges Kochen 
von 150 g Chlorbenzol mit 200 g Phosphortrichlorid in Gegenwart von 30 g 
Aluminiumchlorid p-Monochlorphosphenylchlorid, ClC,H,PCl,, hergestellt !. 
Durch Einleiten von Chlor wurde hieraus Monochlorphosphenyltetrachlorid, 
CICgH,PCl, gewonnen, das mit Wasser die p-Chlorphenylphosphinsaure, 
CIC,H,PO(OH),, ergab. Durch Einwirken von Ammoniak in Cegenwart 
von Naturkupfer Cc konnte diese Séure zum Teil in die p-Aminophenyl- 
phosphinséure, H,N .CsH,PO(OH),, umgesetzt werden*®. Durch Diazo- 
tieren und Kuppeln mit p-Naphthol 14Bt sich ein qualitativer Nachweis dieser 
Saure leicht erbringen, waihrend aus der Menge des verbrauchten NaNO, 
eine Angabe iiber den Reinheitsgrad der Saéure zu gewinnen war. Da die 
p-Chlorphenylphosphinséure nicht diazotiert werden kann, ist aus einer 
Verunreinigung der p-Aminophenylphosphinsaéure mit dieser Saéure keine 
Stérung bei der Herstellung des Antigens zu befiirchten. 


Die Antigene wurden aus den diazotierten Saiuren durch Kuppeln 
mit Pferdeserum hergestellt. Zur Diazotierung, die in salzsaurer Lésung 
vorgenommen wurde, kamen je 1/s9, Mol der Sauren. Bei der Kupplung 
in sodaalkalischer Lésung wurde diese Menge mit 12 cem Pferdeserum 
vereinigt. Die Reinigung der gebildeten Antigene erfolgte in derselben 
Weise, wie sie von Landsteiner® in seinen Arbeiten befolgt worden ist. 


Antiseren stellten wir uns durch Immunisieren von fiinf Kaninchen 
mit zwei verschiedenen Antigenen her. Antigen A war wie bisher aus 
Pferdeserum durck Vereinigung mit diazotiertem Atoxyl gewonnen worden. 
Antigen B hatte ‘als EiweiBkomponente reines Ovalbumin, welches aus 
kristallisiertem Ovalbumin hergestellt war‘. Durch mehrtagige Dialyse 
konnte aus dem kristallisierten Ovalbumin das Ammoniumsulfat entfernt 
und eine klare Lésung des EiweiBes erzielt werden. Die Lésung wurde zur 
Reinigung nochmals mit Salzsiure und Alkohol gefillt, filtriert, mit Wasser 
gut gewaschen und in wenig verdiinnter Natronlauge wieder aufgenommen. 
Die nach der Neutralisation mit verdiinnter Salzséure erhaltenen Lésungen 
wurden wie bisher mit diazotiertem Atoxyl in Gegenwart von Natrium- 


1 Liebigs Ann. 2938, 223, 1896. 

2 D. R. Nijk, Ree. trav. chim. 41, 483, 1922. 

3’ K. Landsteiner u. H. Lampl, diese Zeitschr. 86, 343, 1918. 

4 Fiir die Uberlassung des Produktes sind wir Prof. Sérensen zu 
groBem Dank verpflichtet. 
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carbonat zur Reaktion gebracht, durch Fillen mit Salzsaiure, Aus- 
waschen mit Wasser gereinigt, und mit Natronlauge wieder in Lésung 
gebracht. Die neutralen Lésungen mit einem Natriumchloridgehalt von 
etwa 1°, wurden zur Immunisierung der Kaninchen benutzt. 


Die Priifung der Immunseren mit unseren Antigenen erfolgte mit 
der Kingprobe, die wir in der Weise anstellten, da wir etwa 1 ccm der 
Antigendilution mit etwa 0,15cem des unverdiinnten Antiserums 
unterschichteten. Die Ablesung des Versuchs erfolgte nach einstiindigem 
Aufenthalt der Eprouvetten bei Zimmertemperatur; die Resultate der 
Auswertungen sind in den nachstehenden Tabellen enthalten, in welchen 
die Zahl der Pluszeichen die Starke der eingetretenen Prizipitation 
angibt. 





Antigene 


; Sturke 
Antiserum ee | Fay 
Element Eiweib der Reaktios 

Sb Pferd 6 
G,= Diasetierte p-Amiae-Phenylarsinsiare } As 7 +++(+) 
+ Pferdeserum | As Ovalbumin | +++(+) 
| P Pferd +++(+) 

Diazotierte p-Amino-phenyl-arsinsaure 
+ Ovalbumin : 

Sb is 6 
Oe a nt a As a ede 4h) 
P " +++(+) 

| Sb o a] 
Res he Pe ea ee ae As . +++(+) 
W 13 | Pp * ai | +(+) 

Normales Pferdeserum " 

Sb Pferd ” 
 ) Se ee As 4-4 +/+) 
| P : +4+4(+4) 

| Sb m d 
8: ee a eee eee ee a As J of ole (4) 
| P , $+ +-(+) 


Die Ergebnisse zeigen deutlich, dafs beide mit p-Aminophenyl- 
arsinsdure gewonnenen Antisera praktisch gleich stark mit den beiden 
Antigenen aus p-Aminophenylarsinsiure und aus p-Aminophenyl- 
phosphinsaéure reagieren, waihrend das Antigen der p-Aminophenyl- 
stibinsiure nicht mitreagiert!. Wir sind demnach berechtigt, von einer 


1 In Ubereinstimmung mit diesen Befunden stehen neue Versuche, 
die in einer im Druck befindlichen Arbeit von E. Berger u. H. Erlenmeyer 
beschrieben sind, und aus denen zu entnehmen ist, daB durch eine in vivo 
vorgenommene Absattigung von Prazipitinen gegen diazotiertes Atoxy] 
+ Ovalbumin durch Injektion von diazotiertem und an Pferdeserum ge- 
kuppeltem Atoxyl auch die prazipitierenden Antikérper gegen das Phosphin- 
siure enthaltende Antigen gebunden werden. 
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nahen Verwandtschaft der 
p-Aminophenylarsinsaure im serologischen Versuch zu sprechen, wahrend 
die p-Aminophenylstibinsiure sich als fremd erweist. 


p-Aminophenylphosphinséure mit der 


Dieser Befund entspricht nun durchaus den chemischen und 
kristallographischen Erfahrungen. DaB die Verbindungen 


ee /OH ; OH 
Hy N. S—P 0 und H, N< S—As. O 
: OH 7 “OH 


verwandt sind und eine ahnliche Feldwirkung haben, laBt sich aus der 
auffallenden Ahnlichkeit der Sauren 


OH OH 
HO—P—O und HO—As— 0 
SOH SOH 


verstehen, an deren Salzen ja von Mitscherlich im Jahre 1820 das Gesetz 
der Isomorphie entdeckt worden ist. Des weiteren ist bekannt, daB 
zwischen diesen Sauren und der Stibinsiure keinerlei Ahnlichkeits- 
beziehungen! bestehen, da die Stibinsiure keinerlei Neigung zur 
Kristallbildung verrit, sondern meist in polymeren, in kolloider Ver- 
teilung auftretenden Formen existiert. Auch fiir die Phenylstibinsiuren 
ist dieses abweichende Verhalten durch die Untersuchungen von Schmidt? 
festgestellt worden, der findet: ,,Die Phenylstibinsiure ist danach 
nicht ein Abkémmling der Antimonsaure, sondern der von Delacroiz, 
sowie von Senderens beschriebenen polymeren Antimonsaure. 

Dieses Aufhéren der Ahnlichkeitsbeziehungen bei den Elementen 
mit héherer Ordnungszah] in den Gruppen des periodischen Systems 
stellt eine GesetzmaBigkeit dar, wie ein Vergleich in den drei Gruppen. 





V VI vu 

15 P 168 17 Cl 

33 As 34 Se 35 Br 

51 Sb 52 Te 53 J 
zeigt. Enge Verwandtschaft und Isomorphiebeziehungen zeigen die 
Sauren 

H,PO, H,SO, 

H,AsO, H,SeO, 


wahrend H,SbO, und H,TeO, aus den Reihen herausfallen, Neigung 
zur Polymerisation zeigen und demnach eine vollig andere Struktur 
besitzen miissen. Ahnliches gilt fiir die Perjodate, die in keiner Weise 


' F. Ephraim, Anorg. Chem. 3. Aufl., 8. 585, Steinkopf 1923; G. Jander 
Kolloidzeitschr. 28, 122, 1918. 
2 Liebigs Ann. 421, 174, 1920; Pharm. Ztg. 65, 872, 1920. 
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mit den Perchloraten zu vergleichen sind. Einen Einblick in diese 
GesetzmaBigkeiten bei den Saéuren vom Typus ABX, geben ins- 
besondere die Studien von P. Niggli iiber die Stereochemie der Kristall- 
verbindungen!. 

Die serologischen Reaktionen lassen nach unseren Versuchen deutlich 
diese Beziehungen erkennen, worin erneut ein Hinweis auf die Bedeutung 
der ahnlichen Feldwirkung und der Isomorphie chemischer Verbin- 
dungen fiir die Spezifitat ihrer serologischen Reaktion gesehen werden 
kann. 

Zusammenfassung. 

Von den drei Antigenen, hergestellt aus der diazotierten p-Amino- 
phenylphosphinsiure, p-Aminophenylarsinsiure und p-Aminophenyl- 
stibinsaure reagierten nur die Antigene der p-Aminophenylphosphin- 
siure und der p-Aminophenylarsinsiure mit zwei Antiseren, die mit 
Antigenen aus diazotiertem Atoxyl durch Kuppeln mit Pferdeserum 
und mit reinstem Ovalbumin (aus kristallisiertem Ovalbumin) erzeugt 
worden waren. Diese hierdurch gefundenen Verwandtschaftsbeziehungen 
zwischen der p-Aminophenylphosphinsiure und der p-Aminophenyl- 
arsinsdure und die fehlende Beziehung dieser beiden Sauren zur p-Amino- 
phenylstibinsiure entsprechen ganz den bekannten chemjschen und 
kristallographischen Tatsachen, womit die Bedeutung der Feldwirkung 
fir die Spezifitat der serologischen Reaktionen erneut bestatigt werden 
konnte. Weitere Experimente sollen dartun, ob die im immuno- 
logischen Versuch gefundenen Verwandtschaften auch im Bereich der 
pharmakologischen und chemotherapeutischen Wirkung Geltung haben. 


1 Zeitschr. f. Kristallograph. 75 253, 1930. 











Uber die spezifische Bindung 
von Prizipitinen gegen chemospezifische Antigene in vivo 
durch Einverleibung von einfach konstituierten Substanzen’. 


Von 


E. Berger und H. Erlenmeyer. 


(Aus dem Hygienischen Institut und der Anstalt fiir anorganische Chemie 
der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 21. September 1932.) 


DaB die fiir den Aufbau chemospezifischer Antigene benutzten 
chemisch definierten Substanzen die mit den komplexen Antigenen 
erzeugten Antikérper in vitro binden, ist zuerst von K. Landsteiner? 
mit Hilfe der Technik der ,,Hemmungsreaktion’ festgestellt worden. 
Die Bedeutung dieser Befunde ist vor allem die, daB sie die Méglichkeit 
immunspezifischer Reaktionen von chemisch definierten Stoffen be- 
wiesen, und zwar von Stoffen mit relativ einfacher Zusammensetzung. 
So vermochte Landsteiner, um hier nur ein Beispiel anzufiihren, die 
spezifische Prazipitation eines Antiserum, welches durch Immunisierung 
mit diazotierter und an PferdeeiweiB (Serum) gekuppelter Metanilsdure 
gewonnen war, durch den Zusatz von diazotierter und an Tyrosin 
gekuppelter Metanilsiure zu verhindern, nicht jedoch durch die in 
gleicher Weise behandelte p-Arsanilsiure. Die Hemmung der Pria- 
zipitation lieB sich aber auch erzielen, wenn als ,,Hapten’ — so nennt 
Landsteiner die chemisch definierte spezifitatsbestimmende Gruppe des 
Komplexantigens — die unverinderte reine Metanilsdure zu dem 
Immunserum hinzugefiigt wurde; doch war in letzterem Falle die An- 
wesenheit gréBerer Mengen der Metanilsiure erforderlich, woraus 
erhellt, daB die Azoverbindungen den Antikérper besser binden als 
die korrespondierenden freien Amine. 

Eine Bestatigung der von Landsteiner gemachten Beobachtungen 
stellen die vor kiirzerer Zeit publizierten Experimente von R. Marrack 
und C. Smith® dar, denen es gelang, die Verankerung des Haptens an 
seinen Antikérper auf direktem Wege unter Umgehung der Technik der 


' Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Rockefeller-Foundation. 
* Diese Zeitschr. 104, 280, 1920. 
% Nature 1931, 26. Dezember; British J. exper. Path. 18, 394, 1932. 
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Hemmungsreaktion zu demonstrieren. Das von den Autoren angewandte 
Verfahren fuBt auf der Undurchlassigkeit engporiger Kollodium- 
membranen fiir EiweiSlésungen einerseits und auf dem _ Dialysier- 
vermégen niedrigmolekularer Verbindungen andererseits. Marrack und 
Smith versetzten die Globulinfraktion eines gegen Atoxyl nach den 
Angaben von Landsteiner hergestellten Immunserums mit der korre- 
spondierenden diazotierten und an Tyrosin gekuppelten Arsinsiure; 
brachten sie das Gemisch in einen fiir diese Untersuchungen speziell 
konstruierten Dialysierapparat, der noch eine zweite Kammer (= //) 
enthielt, die von der ersten durch eine semipermeable Membran ab- 
getrennt war und welche die Autoren mit der Haptenlésung (ohne 
Antiserum) gefiillt hatten, so vermochten sie durch spektrometrische 
Priifung der Fliissigkeit bei H eine betraichtliche Abnahme des Hapten- 
gehaltes festzustellen, die sie auf eine Dialyse und Bindung der Arsin- 
siure an das Globulin zuriickfiihrten. Die Menge des unter diesen 
Bedingungen von dem Antiserum aufgenommenen Haptens war zwélfmal 
gréBer als in Kontrollversuchen, in denen statt der Immunglobuline 
Normalglobuline oder ein durch Absiattigung von seinen spezifischen 
Prazipitinen befreites Atoxylimmunserum zu der Haptenlésung zu- 
gesetzt wurden. Die Kontrollen sprachen fiir die Spezifitat der Bindung 
an das Immunglobulin, machen es aber auch wahrscheinlich, daB, die 
Richtigkeit der Resultate vorausgesetzt, die Bindung zwischen Hapten 
und Antikérper doch weniger dissoziabel ist, als Landsteiner seinerzeit 
vermutet hatte. 

Experimente, welche chemospezifische Haptene mit ihren Antikérpern 
in vivo in Reaktion zu bringen suchten, stammen gleichfalls von K. Land- 
steiner’. Er zeigte zunichst, da Meerschweinchen durch die Injektion 
eines komplexen Antigens (diazotiertes Atoxyl + Pferdeserum) sensibilisiert 
werden kénnen und da®B die Spezifitaét der hervorgerufenen Anaphylaxie 
durch die Arsinsdure determiniert ist, da der Shock durch ein Komplex- 
antigen auslésbar war, fiir dessen Synthese nicht Pferdeserum, sondern 
ein Protein anderer Provenienz (Ziegenserum) benutzt wurde, Befunde, die 
spater A. Klopstock und G. E. Selter? mit ahnlicher Versuchsanordnung 
bestatigten. Ferner zeigte Landsteiner in Anlehnung an die Technik der 
Hemmungsreaktion in vitro, da bei den sensibilisierten Tieren ein anti- 
anaphylaktischer Zustand durch die praventive Injektion des Haptens in 
Form der diazotierten und an Tyrosin gekuppelten Arsinséiure erzeugt 
werden kann, womit, wie Landsteiner betont, der experimentelle Beweis 
fiir die schon friiher von Doerr auf Grund theoretischer Uberlegungen voraus- 
gesehene Desensibilisierung durch einfache chemische Stoffe erbracht schien. 

Unabhangig von Landsteiner und fast gleichzeitig haben K. Meyer und 
Alexander® iiber Experimente berichtet, denen zu entnehmen ist, daB es 


1 J. exper. Med. 39, 631, 1924. 
2 Zeitschr. f. Immun.-Forsch. 68, 463, 1929. 
3 Diese Zeitschr. 146, 217, 1924. 
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auch mittels der passiven Ubertragung von Antiseren gegen chemo- 
spezifische Antigene (diazotiertes Atoxyl + Pferdeserum) gelingt, bei 
Meerschweinchen eine Anaphylaxie hervorzurufen, die nach Meyer und 
Alexander eine strukturchemische ist, da der Shock auch durch die 
Injektion von diazotiertem Atoxyl + Hammelserum ausgelést werden 
konnte. 

Sowohl durch den Reagensglasversuch wie durch das Tierexperiment 
ware demnach die Méglichkeit einer Bindung des Haptens an den Anti- 
kérper erwiesen. Diese Ubereinstimmung ist jedoch, wie sogleich aus- 
gefiihrt werden soll, keine eindeutige, da in den Vitroversuchen bereits 
die einfachen Amine wirksam waren, wahrend bei der Priifung in vivo 
bisher nur die Azofarbstoffe studiert bzw. als antikérperbindend er- 
kannt wurden*. Aber auch deren Wirksamkeit zeigte nicht diejenige 
unverkennbare Spezifitat, wie sie in vitro bei den einfachen unver- 
anderten Aminen angetroffen wurde; ergab sich doch in den Unter- 
suchungen Landsteiners, daB auch heterologe Haptene (diazotierte 
m-Aminobenzolsulfosiure -+- Tyrosin bzw. diazotierte 2-Amino-p-To- 
luidinsaure + p-Oxybenzol) ein, wenn auch geringeres desensibili- 
sierendes Vermégen besaBen. Andererseits waren K. Meyer und 
Alexander nicht imstande, bei den passiv gegen Atoxyl-EiweiB pra- 
parierten Meerschweinchen eine Desensibilisierung durch Einverleibung 
von blobem Atoxyl zu erzielen!. 


Eine fiir die Desensibilisierung unzureichende Reaktivitét mit 
Antikérpern haben neuerdings A. Medvecsky und A. Uhrovits? bei 
Verbindungen einfacherer Zusammensetzung festgestellt, indem es 
ihnen nicht gliickte, mit benzoyliertem Pferdeserum in chemospezitischer 
Weise praparierte Meerschweinchen durch die subcutane Injektion 
von Natriumbenzoat antianaphylaktisch zu machen; die genannten 
Autoren konnten jedoch die Reaktivitat des Natriumbenzoats mit 
dem Antikérper auch in vitro (durch die Hemmungsreaktion) nicht 
sicher nachweisen, so daB das fehlende Desensibilisierungsvermégen 


* Nachtrag bei der Korrektur. In einer spateren Arbeit von Landsteiner 
und Levine (J. f. exper. Med. 52, 346, 1930) iiber ,,Anaphylaxie gegen 
Azoproteine‘‘ fanden wir eine kurze Bemerkung iiber vereinzelte Versuche, 
nach denen es scheint, da®B auch das einfache Atoxyl zu desensibilisieren 
vermag, aber nur, wenn es in betrachtlich oe Mengen injiziert wird 
als die ,,Azosubstanz‘. 

1 Klopstock u. Selter (1. c.) wollen zwar bei passiv gegen Atoxyl-EiweiB 
praparierten Meerschweinchen einen antianaphylaktischen Zustand durch 
die praventive Injektion von nativem Atoxyl erzeugt haben. Das von 
den Autoren vorgelegte Material besitzt jedoch in Anbetracht der geringen 
Zahl der Versuchstiere sowie der UnregelmaéBigkeit der Resultate nicht 
die geniigende Eindeutigkeit, um die diesbeziiglichen Angaben als ge- 
sichert erscheinen zu lassen. 

? Zeitschr. f. Immun.-Forsch. 72, 256, 1931. 
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(die ausbleibende Bindung in vivo) a priori zu erwarten oder doch 
wahrscheinlich war. 

Es sollen nun eigene Experimente mitgeteilt werden, deren Zweck 
es ist, die Bindungsverhaltnisse von Hapten und Antikérper im tierischen 
Organismus zu analysieren. In erster Linie handelte es sich fiir uns 
um die Abklérung der Frage, ob nicht auch die fiir die Synthese der 
komplexen Antigene benutzten einfachen chemischen Bausteine (Amine) 
mit den Antikérpern in vivo reagieren, ein Problem, welches u. a. auch fiir 
die Kenntnis der Zusammenhange zwischen Anaphylaxie und Idiosyn- 
krasie von Bedeutung ist. 

In zweiter Hinsicht liefen unsere Untersuchungen auf die Fest- 
stellung hinaus, ob bei der méglichen Hapten-Antikérperreaktion im 
Organismus ein Unterschied zwischen den Azofarbstoffen und den 
analogen nichtdiazotierten und nichtgekuppelten Substanzen quoad 
Bindungsstairke besteht, so wie es Landsteiner bei der Hemmungs- 
reaktion in vitro beobachtet hatte. 

Als Indikator fiir die ausgebliebene oder stattgefundene Bindung 
bedienten wir uns des bekannten Verhaltens der Prdzipitine, auf die 
intravenése Injektion des Antigens hin aus dem zirkulierenden Blute 
zu verschwinden, ein Vorgang, welcher als Ausdruck einer Absattigung 
der beiden Reaktionskomponenten angesehen wird. 

Bevor wir jedoch die eigentlichen Experimente anstellten, ver- 
gewisserten wir uns durch Vorstudien, daB die von den Tieren gegen 
das chemospezifische Antigen (diazotiertes Atoxyl -- Ovalbumin) pro- 
duzierten Prazipitine durch die intravenése Einspritzung des komplexen 
Antigens (mit Pferdeserum als Protein) tatsichlich beeinfluBt werden. 
Es war dies zwar nach den von v. Dungern' beschriebenen Absattigungs 
versuchen a priori zu erwarten, muBte jedoch fiir den speziellen Fall 
der Prézipitine gegen chemospezifische Antigene zunichst einmal sicher 
erwiesen werden, schon mit Riicksicht auf die Méglichkeit eines negativen 
Ausfalles der Bindungsversuche mit den bloBen Haptenen. 

Die Versuche waren somit in ihrer Anordnung vorgezeichnet und 
wurden in nachstehender Reihenfolge durchgefiihrt : 

1. Immunisierung von Kaninchen mit dem komplexen Antigen. 

2. Absittigungsversuche durch intravendse Reinjektion eines 
Komplexantigens, in dem als Eiwei8 ein anderes Protein eingefiigt war, 
als es bei der Herstellung des fiir die Immunisierung verwendeten 
Antigens benutzt wurde. 

3. Injektion und Priifung des einfachen nichtdiazotierten Haptens 
auf seine prazipitinbindenden Fahigkeiten, zum Teil bei den gleichen 
Tieren, die durch die Injektion des Komplexantigens desensibilisiert 


1 Die Antikérper. Jena, G. Fischer, 1903. 
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waren und nach Ablauf eines Latenzstadiums wieder Prazipitine ge- 
bildet hatten. 


3a. Kontrollversuche zur Bestimmung der Spezifitat der bei 3. 
beobachteten Bindung der Prazipitine. 


4. Untersuchung des Absittigungsvermégens des Haptens in Form 
des Azofarbstoffs, ausgefiihrt an denselben Tieren, die nach der Desensi- 
bilisierung mit den einfachen Substanzen wieder Prazipitine produziert 
hatten. 


4a. Kontrollexperimente hierzu zwecks Feststellung der Spezifitat 
der Absattigung der Prazipitine durch die Azofarbstoffe. 


1. Immunisierung von Kaninchen mit einem Komplexantigen. 


a) Herstellung des Komplexantigens. 


Als chemospezifische Substanz nahmen wir p-Aminophenylarsin- 
sdure (aus Atoxyl), deren Diazotierung nach Ehrlich-Bertheim und deren 
Kuppelung an EiweiB nach Landsteiner in einer vorangehenden Arbeit! 
von uns eingehend beschrieben ist. Abweichend von der friiheren Technik 
wurde aber der Diazokérper nicht an Serum, sondern an kristallisiertes 
Ovalbumin gekuppelt, welches uns Prof. Sérensen in zuvorkommender 
Weise tiberlassen hatte. Um die gewiinschte Additionsverbindung zu ge- 
winnen, war es zuvor erforderlich, die Mutterlauge, in der das Ovalbumin 
suspendiert war, zu entfernen, was wir dadurch erreichten, daf wir das 
Produkt in einem Pergamentschlauch von Schleicher-Schill unter Zusatz 
einer geringen Menge Toluol mehrere Tage gegen flieBendes Wasser dialy- 
sierten, solange, bis das Eiereiweif nahezu vollstandig gelést war und 
das ablaufende Wasser nur noch Spuren von Sulfationen enthielt. Die 
zuriickbleibende Lésung wurde dann durch ein Leinentuch filtriert, 
mit verdiinnter HCl und Alkohol gefallt und der entstandene Niederschlag 
nach erneuter Filtration griindlich gewaschen. Durch Verreiben mit ver- 
diinnter Natronlauge wurde eine Lésung erhalten, die wir mit HCl gegen 

‘ Lackmus neutralisierten. Zwecks Kupplung wurde die sodaalkalische 
Lésung mit in salzsaurer Lésung diazotiertem Atoxyl versetzt, wobei im 
Verlauf von etwa '/, Stunde ein tiefrotes Kupplungsprodukt entstand, 
welches wir mit Salzsaéure faillten, mit Wasser wuschen, mit NaOH wieder 
aufnahmen und ein zweites Mal noch mit HCl und Alkohol zur Fallung 
brachten,-um es wieder mit NaOH zu lésen. 


b) Immunisierungstechnik und Prdzipitinbildung. 


Uber die Zahl der Injektionen sowie iiber die Starke der prazipi- 
tierenden Immunsera gibt die Tabelle I Auskunft, zu der noch bemerkt 
sei, daB das Antigen diazotiertes Atoxyl + Pferdeserum war und da 
die Ablesung der Ringprobe nach einstiindigem Aufenthalt der Eprou- 
vetten bei Zimmertemperatur erfolgte. 


1 Berger u. Erlenmeyer, Zeitschr. f. Hyg. 118, 79, 1931. 
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Tabelle I. 





Injizierte Mengen des Antigenverdiinnungen der Auswertung 
Atoxyl-Ovalbumin am 29. VII. 
Kaninchen = “ — = = : 
> > > ie! & , Kon- 
SS “A # , 100 1000 KM) 10000 trolle 
on 4 = a] a 


Wi12 /10 20 20 30 O01 +4+(4+) +4¢(+) +(4) 6 7) 
W138 110/15) 15/130) 05] +4+44+ 4444+) +4 “ 


l 


W 14 10 15 10 20 05 +++(+) ++(+) +(+) “ a 


W 15 10 15 1,0 10 05 £+++4 Ltt j/+(+) 6 “ 
W 16 10 20 15 25 O04 |) ++(+) ++(+) +(+) ” "" 
W 17 10 20 15 2,0, 02) +4+(+) ++(+) > ++ (+) 4 


2. Absiittigungsversuche mit den komplexen Antigenen. 


Fiir die Experimente, deren technische Anordnung aus der Ta- 
belle IT ablesbar ist, wurden drei Tiere eingestellt. 

Die Ubersicht (Tabelle Il) 1aBt erkennen, daB der Prazipitintiter 
durch die Injektion von 0,5ccm diazotierten Atoxylpferdeserums 
zwar erniedrigt, aber nicht auf Null abgesenkt wurde ; dies gelang jedoch 
eindeutig durch die Einspritzung von 2,5 ccm desselben 'komplexen 
Antigens und desgleichen durch die intravenése Injektion von 1,5 ccm 
diazotierten Atoxylovalbumins. 


Tabelle lJ. 





Ader- | Benutzte Verdiinnungen des Atoxyl-Pferde- 
Menge und Art des am lal serum bei der Auswertung 


Kaninchen oo os : nai 
29. VIL. injizierten Antigens "4 h 


Min. 100 500 1000 »§=- 55000-10000) Kontrolle 
W12 | 0,5 Pferdeserum-Atoxyl 65 ++ +4 4+(4+) 6 4 “ 
W 17* 125 ‘ 70 iD “ “7 “7 “ " 
W 16 1,5 Ovalbumin-Atoxyl 7) “ a " "" “ “ 


* Das Serum W17, welches vor der Desensibilisierung des Kaninchens mit diazotierte: 
und an Pferdeserum gekuppeltes p-Amino-Phenyl-phosphinsdure reagiert hatte (vgl. die vor- 
hergehende Mitteilung), gab nach der Abs&ttigung mit dem aus diazotiertem Atoxyl + Pferde 
serum hergestellten Antigen auch keine Prdzipitation mehr mit dem Phosphinsdure enthaltenden 
Antigen 

Man kann also sagen, daB die Prézipitine gegen chemospezifische 
Antigene in bezug auf die Méglichkeit ihrer Absaittigung in vivo das 
gleiche Verhalten zeigen wie andere Prazipitine und ferner, dab die 
Spezifitat der im Organismus erfolgenden Bindung durch die chemische 
Natur des Haptens, in unserem Falle durch die Arsinsiure, deter- 
miniert ist, nicht durch das EiweiB, da die Antigen- (bzw. Hapten-) 
Antikérperreaktion unabhaingig von der Art des fiir die Herstellung 
der Komplexantigene herangezogenen Proteins zustande kam. 


Biochemische Zeitschrift Band 255. 99 
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3. Priifung des nichtverinderten Atoxyls auf sein Prizipitinbindungsvermigen 
in vivo. 

Es wurde eine 3 °,ige Lésung von Atoxyl in 0,85 %iger NaCl-Lésung 
hergestellt, von welcher 5ccm jene Atoxylmenge enthielten, die in 
approximativ 2,5ccm des komplexen (eiweiBhaltigen) Antigens vor- 
handen war. Bei jedem mit dem bloBen Hapten gespritzten Kaninchen 
wurden die Sera von drei Aderldssen gepriift; der erste AderlaB war 
unmittelbar vor, die beiden anderen nach der Injektion gewonnen, und 
zwar laut Tabelle III 2 und 16 Stunden post injectionen, zu einem 
Zeitpunkte, in dem man (auch nach den speziellen Angaben von Hau- 
rowitz und Breinl') erwarten konnte, daB das Blutplasma der Kaninchen 
nur noch so geringe Mengen von Atoxyl enthielt, daB sie fiir die Unter- 
driickung (Hemmung) der spezifischen Prazipitation nicht mehr in 
Betracht kamen. Das Zustandekommen einer Hemmungsreaktion, 
bedingt durch das noch in den AderlaBsera vorhandene und zu Ab- 
sittigungszwecken injizierte Atoxyl, war iibrigens schon a priori wenig 
wahrscheinlich, weil nach den Angaben von Landsteiner und nach 
einigen von uns zur Orientierung angestellten Untersuchungen nur 
relativ groBe Atoxylmengen den Eintritt der Flockung verhindern. 

Die Ablesung wurde nach ein- und zweistiindigem Aufenthalt der 
R6éhrchen bei Zimmertemperatur vorgenommen, wobei wir uns von der 
Absicht leiten leben, durch eine doppelte Registrierung der Befunde 
den Resultaten eine méglichst hohe Sicherheit zu verleihen. Der, Ausfall 
der Versuche geht aus der Tabelle [1] hervor, deren Inhalt im Zusammen- 
hang mit den sogleich zu schildernden Kontrollexperimenten besprochen 
werden soll. 


a) Kontrollversuche zur Bestimmung der Spezifitdt der bei 3. beobachteten 
Bindung der Prdzipitine. 

Hierfiir standen uns drei Kaninchen zur Verfiigung, die mit reinem 
Ovalbumin (Sérensen) ohne jeden Zusatz immunisiert waren und Pra- 
zipitine gebildet hatten, deren Beeinflussung wir durch Injektionen 
von 3°%,igem Atoxyl gema8 der in Tabelle IV beschriebenen Versuchs- 
anordnung zu ermitteln suchten . 

Eine ausfiihrliche Kommentierung der in den Tabellen I1] und IV 
niedergelegten Ergebnisse ist angesichts der Eindeutigkeit der Befunde 
iiberfliissig. Es ergibt sich, gleichgiiltig ob man die Resultate der 
Prazipitation bei ein- oder zweistiindiger Ablesung gelten lassen will, 
dap die Injektion des reinen Atoxyls den Prdzipitintiter reduzierte und 
hiufig die Starke der eingetretenen Flockung in den einzelnen Réhrchen 
herabsetzte. Genauer abgestufte Titrationen im Bereich héherer 
Serumverdiinnungen hatten wahrscheinlich noch feinere Unterschiede 


1H. 205, 259, 1932. 
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in dem Verhalten der Prazipitine vor und nach der Einverleibung der 
Atoxyllésungen aufgedeckt, doch glaubten wir in Anbetracht der 
RegelmaBigkeit des Versuchsausfalles davon Abstand nehmen zu 
kénnen. Auf den Titer der Prazipitine gegen normales Ovalbumin 
hatte die Einspritzung der Atoxyldilutionen keine Wirkung gehabt. 


4. Untersuchung des Absittigungsvermégens von diazotiertem und an Tyrosin 
gekuppeltem Atoxyl. 

Zwecks Gewinnung des Kupplungsproduktes wurden 0,6 g Atoxyl in 
salzsaurer Lésung diazotiert und unter Befolgung der Angaben von Pauli 
mit 0,45 g Tyrosin in einem Gemisch aus NaOH und Na,SO, vereinigt. 
Durch vorsichtiges Anséiuren mit verdiinnter Salzséure wurde das Kupplungs- 
produkt als dunkler Niederschlag gefallt, nach Filtration mit Wasser, ge- 
waschen, im Vakuum getrocknet, dann mit Aqua dest. aufgenommen 
und so weit verdiinnt, bis eine Dilution resultierte, die in bezug auf ihren 
Atoxylgehalt einer 3°,igen Lésung entsprach. Mit dem auf diese Weise 
hergestellten Priparat wurden drei der im vorhergehenden Versuch 3 bzw. 3a 
benutzten Kaninchen gepriift, deren Prazipitintiter zwar noch nicht seinen 
urspriinglichen Wert erreicht hatte, aber doch so hoch war, da eine Ab- 
sittigung sichtbar werden muBte. Die Technik der Untersuchung war im 
iibrigen die gleiche wie bei Versuch 3 und 3a. 


b) Kontrollexperiment zur Priifung der Spezifitdt der bei 4. beobachteten 
Absdttigung der Prdzipitine. 

Wir benutzten hierzu Anilin, welches in derselben Weise wie Atoxyl 
diazotiert und in etwas alkalischerem Milieu an Tyrosin gekuppelt wurde. 
Der Gehalt des Anilins in der Azolésung war, berechnet auf die Molkonzen 
tration, um das Doppelte geringer als der des Atoxyls, welchem Umstand 
wir bei der Injektion durch Einverleibung einer entsprechend gréBeren 
Menge des ..Anilin-Tyrosins‘*‘ Rechnung trugen. 

Die Untersuchung der Substanz auf ihre Bindungsfaihigkeit an 
gegen das Hapten Atoxyl gerichtete Prizipitine konnten wir nur an 
einem einzigen Kaninchen (G17) vornehmen, da die anderen Tiere 
nach der Desensibilisierung mit Atoxyl nicht wieder Antikérper 
produziert hatten. Bemerkt sei noch, daB bei den vorangehenden 
Toxizitatsbestimmungen die Kaninchen die intravenése Applikation 
des Anilin-Tyrosins infolge der ziemlich starken alkalischen Reaktion 
der Lésung schlecht vertrugen und daB das Priparat schlieBlich nur 
dadurch einverleibt werden konnte, daB wir die zu verabreichenden 
Quantititen auf mehrere Dosen verteilten, die wir innerhalb eines 
Zeitraumes von 1] Stunde einspritzten. Die Versuchsresultate sind 
in der Tabelle VI niedergelegt. 

Saimtliche Sera der 2 Stunden nach der Injektion der ,,Atoxy]- 
Tyrosin“-Lésung gewonnenen Aderlisse waren vollkommen frei von 
Prazipitinen; letztere zeigten sich auch nicht in den 15 Stunden spiter 
erhaltenen Serumproben der Tiere W 13, W 14, W 16, wohl aber in 
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dem Serum des Tieres W 17, dessen Prazipitintiter aber schon vor de: 
Desensibilisierung héher war als der der iibrigen Kaninchen. Der 
Prazipitinschwund, welcher durch die Injektion des Haptens in Form 
des Azofarbstoffs erzeugt wurde, darf als ein Ausdruck der chemo 
spezifischen Bindung der Antikérper an die Uiazotierte und an Tyrosin 
gekuppelte fArsinsiure angesehen werden; auBerdem miissen jedoch. 
wie die nach 1 Stunde vorgenommene Ablesung des Kontrollversuchs 4b 
lehrt, noch unspezifische Vorgange bei der Absattigung der Prazipitine 
durch die Injektion des Farbstoffes interveniert haben, wobei es un- 
entschieden bleiben muB, ob etwa Komponenten des Azofarbstoffes 
oder die stirkere Alkalitat der injizierten Lésung fiir das Zustande- 
kommen der unspezifischen Reaktion verantwortlich zu machen sind, 
und ferner, wie groB der endgiiltige Anteil unspezifischer Prozesse an 
der beobachteten Absattigung der Prazipitine ist. Die fragliche Quote 
diirfte jedoch nicht erheblich sein, einmal weil in dem Hauptversuch 4 
simtliche drei Sera der 2 Stunden nach der Injektion des Atoxy]l- 
Tyrosins gewonnenen Aderlisse sich als vollig abgesittigt erwiesen 
haben, und zweitens weil bei der Auswertung des Serums des Kontroll- 
tieres (s. Tabelle VI) nach zweistiindiger Beobachtungszeit der Versuchs- 
rohrchen schlieBlich doch noch ein Titer von 1 : 5000 zu verzeichnen war. 


Besprechung simtlicher Versuchsresultate. 


Nachdem wir bereits bei den einzeln angefiihrten Versuchsserien 
die jeweiligen Ergebnisse diskutiert haben, méchten wir uns mit folgenden 
Bemerkungen begniigen. 

Die eingangs aufgeworfene Frage nach der Bindungsméglichkeit 
von Antikérpern gegen chemospezifische Antigene in vivo ist in positivem 
Sinne zu beantworten. Priiften wir die Prazipitine, die durch Immuni- 
sierung von Kaninchen mit diazotiertem und an EiereiweiB gekuppeltem 
Atoxyl gewonnen waren, auf ihre BeeinfluBbarkeit durch Injektionen 
von a) komplexen proteinhaltigen Antigenen, oder b) von einfachem 
Atoryl, oder c) von Atoxyl, das mit Tyrosin zu einem Azofarbstof} 
kondensiert war, so lieB sich durchwegs eine Herabsetzung der 
Prazipitine oder ein vélliger Schwund derselben konstatieren, ein 
Vorgang, der auf Grund von Kontrollversuchen als direkte Konsequenz 
des Ablaufes einer spezifischen Reaktion der injizierten Arsinsdure mit 
den Antikérpern zu betrachten ist. Der Absattigungsgrad der Antikérper, 
gemessen an der eingetretenen Reduktion des Prazipitintiters, war in 
den Versuchen ungleich und wurde, abgesehen von der Menge bzw 
Konzentration der injizierten Lésungen, durch das verwendete Hapten 
bestimmt. Das nicht verainderte Atoxy] zeigte sich in Ubereinstimmung 
mit den Beobachtungen Landsteiners iiber die Hemmungsreaktion in 
vitro als am wenigsten wirksam, wihrend zwischen dem komplexen 
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iweiBenthaltenden Antigen und dem an Tyrosin gekuppelten Produkt 
kein Unterschied ermittelt wurde, was selbstverstindlich nicht besagt, 
daB zwischen den beiden Azofarbstoffen nicht doch Differenzen 
hinsichtlich der Bindungsfahigkeit des Antikérpers bestehen, die durch 
cine Anderung der Versuchsanordnung nachweisbar waren. 


Zusammenfassung. 


1. Immunisiert man Kaninchen mit diazotiertem und an reines 
kristallinisches Ovalbumin gekuppeltem Atoxyl, so erhalt man Prd- 
zipitine, deren Spezifitat in Ubereinstimmung mit den Angaben von 
Landsteiner durch die Arsinsiure, nicht durch das injizierte Protein 
determiniert ist. 

2. In Absaittigungsversuchen wurde gezeigt, daB eine spezifische 
Bindung auch in vivo eintritt?. 

3. Es wurde eine Reduktion bzw. ein vdélliges voriibergehendes 
Schwinden der Prazipitine aus der Blutbahn erreicht durch die Ein- 
verleibung von 


— 


a) reiner, unverdnderter Aminophenylarsinsdure, 

b) diazotierter und an Tyrosin gekuppelter Aminophenylarsinsaure, 
des komplexen eiweiBhaltigen Antigens (diazotierte Amino- 
phenylarsinsiure plus Pferdeserum). 


c 


~— 


4. Bei den Absattigungsversuchen wies das reine wunverdnderte 
Atoxyl einen geringeren Grad von Aktivitat auf als das Azoprotein und 
die an Tyrosin gekuppelte Arsinsaure. 


1 Inwieweit dies auch fiir diejenigen Antik6érper gilt, die durch Immuni- 
sierung von chemisch bekannten Verbindungen  lipoiden Charakters 
+ EiweiB, z. B. von Sterinen + Serum, gewonnen werden, laBt sich nach 
den von uns erhobenen Befunden, die zunachst nur fiir die Antikérper 
gegen einen Vertreter von EiweiBadditionsverbindungen gelten, nicht von 
vornherein entscheiden. Diese Frage soll durch neue Versuche geklart 
werden, die im Gange sind. 











Uber Wuchsstoffe. 
Von 
Ernst Maschmann und Friedrich Laibach. 


(Aus dem Chemotherapeutischen Forschungsinstitut ,,Georg Speyer-Haus‘‘ 
Frankfurt a. M. und dem Botanischen Institut der Universitat Frankfurt a.M.) 


Eingegangen am 22. September 1932. 
gang i J) 


I. 


Durch Untersuchungen von P. Boysen Jensen! und von A. Padl? 
war die Existenz einer das Zellstreckungswachstum beeinflussenden Sub- 
stanz, eines sogenannten Wuchsstoffes (im Gegensatz zu den Nahr- 
stoffen), fiir die Koleoptile der Haferkeimlinge nachgewiesen. Spater 
konnte gezeigt werden, da wachstumsférdernde Stoffe auch in anderen 
Gramineen-Koleoptilen vorkommen und in der Koleoptilspitze* synthetisiert 
werden. Stoffe, die im Sinne von Katalysatoren auf das Streckungs- 
wachstum der Avena-Koleoptile wirken, auch Wachstumsregulatoren 
genannt, fand man ferner in Pilz-4 und Bakterienkulturen® auf; schlieBlich 
wurden sie auch im menschlichen Speichel*, Harn und Kot’ nachgewiesen, 
wobei allerdings noch fraglich bleibt, ob nicht hier die stets vorhandenen 
Bakterien als Produzenten in Betracht kommen. 

Gepriift wurde das Vorhandensein von Pflanzenwuchsstoffen bisher 
fast nur an dekapitierten Haferkoleoptilen. Die Methodik des Nachweises 
dieser wachstumsférdernden Stoffe wurde vor allem durch Arbeiten aus 
dem Wentschen Institut in Utrecht vervollkommnet: Nach einem von 
F. W. Went® angegebenen Verfahren kann die Wuchsstoffmenge ziemlich 
genau ermittelt werden. 

Eine Isolierung des Wuchsstoffes aus Rhizopus suinus-Kulturen ist 
von N. Nielsen® (von ihm Rhizopin genannt) und von H. EZ. Dolk und 


1 Ber. d. D. Bot. Ges. 28, 118, 1910. 

2 Ebenda 82, 499, 1914. 

3 F. W. Went, Rec. Trav. bot. néerl. 25, 1, 1928. 

4 N. Nielsen, Jahrb. f. wiss. Bot. 73, 125, 1930; diese Zeitschr. 237, 
244, 1931; 249, 245, 1932; P. Boysen Jensen, ebenda 239, 243, 1931; 250, 
270, 1932. 

Derselbe, ebenda 236, 205, 1931. 

E. Seubert, Zeitschr. f. Bot. 17, 49, 1925. 

F. Kégl u. A.J. Haagen Smit, Proc. (Amsterdam) 34, 1411, 1931. 
A. a. O. 


A. a. O. 
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K.V.Thimann', aus Schwangerenharn von F. Kégl und A.J. Haagen Smit? “ 
in Angriff genommen worden. Aégl und Haagen Smit gelang es bereits, aus 
weitgehend angereicherten Praparaten Wuchsstoff kristallisiert zu erhalten. 
Sie konnten auch schon einige physikalische und chemische Eigenschaften 
der kristallisierten Substanz von ihnen Auxin genannt feststellen. 

Zur Klarung der Frage, inwieweit die Pflanzenwuchsstoffe nicht nur 
das Streckungswachstum von Zellen, sondern auch die Zellteilung und 
-vermehrung bzw. beides beeinflussen, lieferten kiirzlich H.v. Euler und 
T. Philipson® einen Beitrag: Danach soll der Wuchsstoff aus Koleoptil- 
spitzen auch Zellvermehrung bei Hefe bewirken ‘, 

Die hier kurz skizzierte Entwicklung, welche die Wuchsstofffrage 
gerade in der letzten Zeit genommen hat, hebt sie aus der ausschlieB- 
lichen Interessensphare des Botanikers heraus und stempelt sie zu einem 

faus** biologischen Problem von allgemeiner Bedeutung. Eine Menge Fragen 
a.M.) tauchen auf: Sind auch im tierischen und menschlichen Kérper Stoffe 
nachweisbar, die das Streckungswachstum der Haferkoleoptile beein- 
flussen, sind sie mit den im Pflanzenreich auftretenden Wuchsstoffen 
identisch, finden sie sich im stark wachsenden, z. B. bésartigen Ge- 
Padl*® schwulst- und embryonalen Gewebe in besonders reichlicher Menge, 
Sub- und beeinflussen sie auch das Wachstum bzw. die Vermehrung tierischer 
Nahr- und menschlicher Zellen? Daf zum Wachstum tierischer und mensch- 
ned licher Zellen in der Gewebekultur auBer Nahrstoffen auch noch wachs- 
isiert tumsférdernde Substanzen notwendig sind, haben Untersuchungen 
ings- von A. Carrel und Mitarbeitern* sehr wahrscheinlich gemacht. 
toren Die Verfasser vorliegender Mitteilung haben sich zur experimen- 
Slich tellen Klarung der vorstehend aufgeworfenen Fragen in gemeinsamer 
sees Arbeit vereinigt. Dabei soilte auch das Auftreten von Wuchsstoffen 
im Pflanzenreich unter ganz bestimmten Gesichtspunkten verfolgt 
isher werden, um sie zu den tierischen Befunden in Beziehung setzen zu 
eises kénnen. 
at Herrn Geh. Rat Prof. Dr. W. Kolle méchten wir fiir die vielfachen 
nlich Anregungen und wertvollen Winke, die er uns im Verlauf unserer 
Untersuchungen zuteil werden lieB, unseren ergebensten Dank aus- 
1 ist sprechen. 
und | II. 
Wir haben zuerst in Ringer- und Tyrodelosung, in denen 'Tumor- 
schnitte (z. B. 1g Tumor in 4cem Fliissigkeit) 24 Stunden bei 37° 

237 (unter sterilen Kautelen) lebend erhalten wurden eine auf \vena- 
250). Koleoptilen (Siegeshafer) wachstumsfordernde Substanz festgestellt. 

1 Proc. Nat. Acad. Ses. U. 8. A. 18, 30, 1932. 

2 A.a. O. 
931. 3 Diese Zeitschr. 245, 418, 1932. 

4 Vgl. auch N. Nielsen, Cr. Laborat. Carlsberg 19, Nr. 5 u. 8, 1931/32. 

5 Vgl. A. Fischer, Gewebeziichtung. Miinchen 1930. 

y+ 
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Dagegen konnten wir im wisserigen Auszug aus ‘Tumorbrei kein 
wirksame Substanz nachweisen. Es bedarf noch der Aufklarung, 
warum diese Ausziige wirkungslos waren: Vielleicht entstehen durch 
die Zellzertriimmerung im Latapieapparat Stoffe, die intracellular 
nicht, freigelegt aber zerstérend auf den Wuchsstoff wirken (Aut- 
oxydation ?). Wir haben daraufhin das zu untersuchende Organ mit der 
Schere unter Alkohol zerkleinert und dabei gute Resultate erzielt. 
Das Verfahren, das sich bisher zum Herauslésen des tierischen Wuchs- 
stoffes aus Gewebe gut bewahrt hat, baut sich auf Eigenschaften der 
Pflanzenwuchsstoffe auf, deren Kenntnis man Nielsen', sowie Kdégl 
und Haagen Smit? verdankt. Es gelingt nicht nur, auf dem im fol- 
genden geschilderten Wege Wuchsstoff ziemlich vollstandig zu extra- 
hieren, sondernihnauch, soweit er als Carbonséure’ vorliegt, ohne gréBeren 
Wirkungsverlust weitgehend anzureichern. Die Befreiung der wirk- 
samen Substanz von typischen Niahrstoffen wie EiweiB, EiweiBabbau- 
produkten und Kohlenhydraten ermdéglicht es, ihre Wirkung z. B. 
auf Bakterien in ,,synthetischen Nahrlésungen zu studieren. Unter- 
suchungen in dieser Richtung sind im Gange. 


Extraktions- und Anreicherungsverfahren. 

Das Untersuchungsmaterial wird gleich nach der Gewinnung unter 
96° ig. Alkohol gebracht (1 Gewichtsteil Gewebe auf 2 Volumenteile 
Alkohol) und mit der Schere gut zerkleinert. Dann wird die Suspension 
im Schliffkolben unter N, oder CO, in 70° warmem Wasser | Stunde digeriert 
und danach Gewebe und Auszug durch Filtration getrennt. Den ge- 
waschenen Riickstand, der scharf abgepreBt wird, wobei er in feine Kriimeln 
zerfallt, ziehen wir erneut mit 2 Volumenteilen 70°, ig. Alkohol unter den 
gleichen Bedingungen aus. Die vereinigten Filtrate scheiden beim Ab- 
kiihlen auf 0° flockige Niederschlige aus, die abgeschleudert werden. Die 
klare alkoholische Lésung engen wir im Vakuum bei 30° unter N, stark 
ein. Das wisserige Konzentrat, das schwach sauer reagiert, wird mit 
Essigsiure auf ungefahr po = 4 gebracht und mindestens viermal mit 
peroxydfreiem Ather* ausgeschiittelt. Den Atherauszug behandeln wir 
dann mehrmals (ungefaéhr dreimal) mit sehr verdiinnter Natriumbicarbonat - 
lésung, wobei die wirksame Substanz in die wisserig-alkalische Phase 
hineingeht. Nach dem Anséiuern der Bicarbonatlésung (ungefahr po = 4) 
wird die wirksame Substanz wieder in Ather iibergefiihrt. Nach kurzem 
Trocknen des Atherauszuges mit frisch gegliihtem Natriumsulfat wird der 
Ather unter N, abgedampft, gegen Ende im Vakuum. Der Riickstand wird 


1 A. a. O. 

2 A.a. O. 

8 Der Riickstand des mit Bicarbonatlésung ausgeschiittelten Athers 
bewirkte in einigen Fallen noch Zellstreckungswachstum. Sehr wahr- 
scheinlich handelte es sich hierbei um Wirkungen des veresterten Wuchs- 
stoffes. 

4 Peroxydfrei gemacht durch Behandeln mit FeSO,, CrO,-H,S0O,- 
Lésung, Natronlauge und Abdampfen iiber Soda. 
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iiber P,O; und KOH im Hochvakuum getrocknet, darauf mit Petrolather 
(Siedepunkt 40°) ausgezogen und erneut getrocknet. 

Die zur Priifung der gewonnenen Priparate benutzten Avena-Koleop- 
tilen (Sieges-Hafer) ziichten wir nach der Wentschen Vorschrift; zur 
Dekapitation benutzen wir ein Rasiermesser. Fiir jede Priifung werden 
zwoOlt einwandfreie Pflanzen benutzt. Nachdem das Trockengewicht des 
Riickstandes ermittelt ist, wird er in Wasser gelést bzw. mit Wasser in der 
Warme ausgezogen. Um in das Konzentrationsbereich zu kommen, fiir 
das Went eine einfache Beziehung zwischen Wuchsstoffmenge und Wirkung 
fand, stellen wir uns verschiedene Verdiinnungen her. Davon mischen 
wir 0,5 cem mit 0,5 cem 3°.ig. Agarlésung und gieBen 0,5 cem der 
Mischung in einen Ring von 20,7 mm Durchmesser (Dolk uni Thimann) 
aus. Die Agarbléckchen werden mit einem Apparat geschnitten, in dem 
fiinf Rasierklingen in 2mm Abstand angebracht sind. 2 Stunden nach 
dem Beginn des Aufsetzens werden die Reaktionspflanzen mit der ,,Leica‘ 
photographiert und am vergréBerten Bilde die Kriimmung ausgemessen. 
Der Durchschnittswert gilt als MaB der Kriimmung. Als MaBeinheit be- 
nutzen wir jetzt die Avena-Einheit von Adgl, d.i. die Menge Wuchsstoff, 
die eine Kriimmung von 10° bewirkt. 

Nach diesem Verfahren konnten wir zunichst aus bdsartigen Ge- 
schwiilsten, dem Carcinom und Sarkom der Maus und dem Hiihner- 
sarkom, Priparate gewinnen, die auf das Streckungswachstum der 
Haferkoleoptile beschleunigend wirkten'. Wie aus der Art der An- 
reicherung hervorgeht, ist der in den Praparaten enthaltene ,,Geschwulst- 
wuchsstoff* dem ,,Rhizopin’* Nielsens und dem ,,Auxin’’ Adg/s chemisch 
nahe verwandt: Sehr wahrscheinlich sind diese Stoffe miteinander 
identisch. 

In den gepriiften Tumoren? kommt ,,Wuchsstoff* in verhaltnis- 
maBig reichlicher Menge vor, zweifelsohne reichlicher als in den ferner 
noch gepriiften Organen bzw. Geweben. In jungen, stark wachsenden 
Mausecarcinomen (Stamm Ehrlich), deren Wachstumsintensitat zwischen 
dem 10. und 20. Tage nach der Impfung am stirksten ist, fanden wir 
viel mehr Wuchsstoff als in alteren schon stark nekrotischen ‘Tumoren. 
Versuche sind im Gange, wie sich Impftumoren bei dauernder Zufuhr 
groBerer Wuchsstoffmengen verhalten. a 

Die weitere Untersuchung hat dann gezeigt, daB ,,Wuchsstoff* 
nicht nur in diesem neoplastischen Gewebe vorkommt, sondern im 
Kérper von Saugetieren und Voégeln in wechselnden Mengen weit ver- 
breitet ist. Geprift wurde bisher die Verteilung von Wauchsstoff 
in der Maus, im Meerschweinchen und Huhn. Wauchsstoff wurde stets 


1 Naturwiss. 20, 721, 1932. 

2? Herr Prof. W. Caspari hat uns Mausetumoren (Ca, Stamm Ehrlich, 
Sa. 179) und Mauseorgane, Herr Prof. B. Albrecht Hiihnersarkome, Organe 
und Blut von Hiihnern und Meerschweinchen zur Verfiigung gestellt. Wir 
sind dafiir beiden Herren vom Staatsinstitut fiir experimentelle Therapie 
zu groBem Danke verpflichtet. 
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nachgewiesen in der Leber, inder Niere (Meerschweinchen, Maus), im Herz- 
muskel, Brustmuskel (Huhn), in der Hinterschenkelmuskulatur (Meer- 
schweinchen) und im Blute von Huhn und Meerschweinchen. Das Blut 
enthalt anscheinend die wirksame Substanz hauptsichlich im Serum, 
wenigstens konnte sie bisher dort immer, dagegen im Blutkuchen 
nur einmal festgestellt werden. In Hiihnerovarien fanden wir sie nur 
in relativ geringer Menge vor, im EKidotter des Hukns konnten wir die 
Substanz nicht auffinden, wohl aber in zehntigigen Hiihnerembryonen. 
Von fiinf Milzausziigen (Hubn, Meerschweinchen) zeigte nur einer, 
der aus drei Hiihnermilzen (4g) gewonnen war, positive Reaktion, 
die ubrigen waren vollig wirkungslos, obwohl bei dreien davon eine gréBere 
Anzahl! Milze benutzt wurde. Im Hirn von Huhn und Meerschweinchen 

aufgearbeitet wurde jeweils die Hirnmasse von drei Tieren — lieB 
sich kein Wuchsstoff auffinden. 

Kontrollversuche mit den benutzten Reagenzien, mit Dipeptiden, 
Aminosiuren und einigen aliphatischen Séuren verliefen véllig negativ. 

Unsere Befunde, an zahlreichen Beispielen bestatigt, geniigen 
jedoch noch nicht, um exakte Angaben iiber den Wuchsstoffgehalt 
der untersuchten Organe und des Blutes zu machen; auch nicht dariiber, 
ob der Wuchsstoffgehalt der Gewebe konstant ist oder inwieweit er 
auf Grund auBerer und innerer Faktoren Schwankungen unterworfen 
ist. Dagegen kann man unseren Ergebnissen vielleicht jetzt schon ent- 


nehmen, daB die Wuchsstoffmenge in den Geweben -— bezogen auf 1 g 
frisches Gewebe etwa in der Reihenfolge, wie sie aufgefiihrt sind, 


abnimmt: Solides Krebsgewebe, Leber, Niere, Herz, Brustmuskel, 
Hinterschenkelmuskulatur, Blut, Hiihnerembryonen und Ovarien. 

Es wird an einem groben Material quantitativ zu prifen sein, 
wie der Wuchsstoff im tierischen Kérper verteilt ist und ob der Wuchs- 
stoffgehalt der einzelnen Organe unter bestimmten Bedingungen 
konstant bleibt oder sich ‘ndert. Man wird vor allem festzustellen 
versuchen, wo er entsteht, und an Gewebekulturen der Frage nachgehen 
miissen, ob aus pflanzlichem und _ tierischem Gewebe gewonnener 
Wuchsstoff das Wachstum und die Vermehrung tierischer Zellen beein- 
fluBt. Nach diesen Gesichtspunkten sollen unsere Untersuchungen 
fortgefiihrt werden. 

Ill. 

Schon vor den eingangs erwahnten Arbeiten von Boysen Jensen und 
Paal hatte H. Fitting! bei Orchideen einen Stoff entdeckt, der dem Pollen 
auBerlich anhaftet, mittels Wasser oder Alkohol gelést werden kann und 
auf die Narbe tropischer Orchideen gebracht, das Gynostemiumgewebe 
in Nachbarschaft der Narbe zum Schwellen bringt. Die Schwellungen, 
die vielfach zum SchlieBen der Narbe fiihren, beruhen auf Zellwachstum. 


1 Zeitschr. f. Bot. 1, 1, 1909; 2, 225. 1910. 
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Damit war also schon bei héheren Pflanzen eine Substanz gefunden, die 
das Zellstreckungswachstum beeinfluBt. Sie wird von Fitting zu den 
Hormonen gerechnet. AuBer in Orchideenpollen wurde sie nur in Pollen 
der Malvacee Hibiscus rosa sinensis gefunden. 

Es schien uns nicht uninteressant, zu priifen, ob eine Beziehung 
zwischen dem Pollenhormon und Wuchsstoff besteht. Versuche, die 
wir an Bliiten der Orchidee Vanda tricolor ausfiihrten, zeigten uns, dab 
durch die nach dem oben geschilderten Verfahren gewonnenen Pri- 
parate aus der Leber des Huhns und der Niere des Meerschweinchens 
eine schwache, aber ganz deutliche, mit Verfarbungserscheinungen ver- 
bundene Schwellung des Gynostemiums in der Umgebung der Narbe 
hervorgerufen wird. Die Reaktion entspricht qualitativ vollkommen 
der, wie sie nach Bestaubung der Narbe mit Pollinien erzielt wird. 

Die Versuche wurden in der Weise ausgefiihrt, daB ein kleiner Watte- 
bausch, der mit dem in Wasser gelésten Praparat getrinkt war, auf die 
Narbe gebracht wurde. Ein Wattebausch, mit Wasser getrankt, verursachte 
keinerlei Veranderungen an den Bliitenteilen. 

Damit war bewiesen, dafs der aus tierischem Gewebe gewonnene 
Wuchsstoff auch zu voélligem Wachstumsstillstand gekommencs Gewebe 
(der Gynostemien von Orchideenbliiten) zu erneutem Wachstum anregen 
kann, ganz so, wie es die aus Pollinien extrahierbare Substanz tut. 

Das legte natiirlich die Frage nahe. ob letztere umgekehrt auch auf 
das Streckungswachstum der Haferkoleoptile wirkt. In der Tat ergab 
sich, daB z. B. schon wisserige, in der Wirme bereitete Ausziige aus 
Pollinien verschiedener Orchideen (Vanda tricolor, Coelogyne Massan- 
veana und ©, speciosa) sowie solcher aus dem Pollen von Hibiscus 
syriacus und H. schizopetalus die gleiche Wirkung wie Wuchssto}/ 
ausiibten, daB dagegen Extrakte aus Pollen einer Lilienart unwirksaim 
bleiben. Eine Bestaubung der Narbe von Vanda tricolor mit Pollen 
von Hibiscus fiihrte zu Verschwellungen des Gynostemiums, die mit 
Lilienpollen dagegen nicht. 

Fitting gibt an, daB das Pollenhormon zwar in Wasser und Alkohol, 
nicht aber in Ather léslich sei. Bei unseren Versuchen wirkt aber der 
in Wasser aufgenommene Atherriickstand der nach obigem Verfahren 
aufgearbeiteten Orchideenpollinien sowohl auf die dekapitierte Hafer- 
koleoptile wie auf die Orchideennarbe, waihrend der in der wasserig- 
alkoholischen Phase nach dem Ausiathern des Extraktes verbleibende 
Riickstand unwirksam zu sein scheint. 

Ob das Pollenhormon identisch ist mit dem aus anderen pflanzlichen 
bzw. tierischen Geweben extrahierbaren Wuchsstoff, missen weitere 
Versuche zeigen. 

Frl. Annelise Helmert danken wir fiir die geschickte Ausfiihrung der 
Versuche an Avena-Koleoptilen. 
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Nachtrag bei der Korrektur. Herr F. Kégl hat uns in einer brieflichen 
Mitteilung vom 23. September freundlicherweise mit dem Inhalt zweie1 
Vortrage bekannt gemacht, von denen der eine als Referat in dem uns 
nicht zuginglichen ,,Chemisch Weekblad‘‘ (Deel 29, Nr. 21, 1932) 
erschienen ist. Danach hat Kégl schon nach Wuchsstoff in bésartigen 
Geschwiilsten gesucht und auch solchen in menschlichen Tumoren 
gefunden, dagegen konnte er in Médusetumoren keinen nachweisen. 

Wenn Wuchsstofflésungen (aus Mausecarcinom gewonnen) mit 
katalytisch angeregtem Wasserstoff behandelt werden, dann verlieren 
sie ihre Wirkung auf das Zellstreckungswachstum. Daraus schlo® 
der eine von uns auf das Vorkommen von aliphatischen Doppelbindungen 
im Wuchsstoffmolekiil und auf die aussschlaggebende Bedeutung der 
Doppelbindungen fiir die physiologische Wirkung!. Nach Kégl? enthalt 
das kristallisierte Auxin aus Harn eine Doppelbindung; das Dihydro- 
auxin ist wirkungslos. 


1 Naturwiss. 20, 721, 1932. 
2 Chem. Weekblad 29, Nr. 21, 1932. 
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Die Rolle der Sulfhydrylverbindungen im Kohlenhydrat-Abbau. 


Von 


H. K. Barrenscheen und Hela Beneschoysky. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit Wien.) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 22. September 1932.) 


Die Rolle der Sulfhydrylverbindungen vom Typus des reduzierten 
Glutathions im intermedidren Zellstoffwechsel ist heute  vielleicht 
umstrittener denn je. K6énnen wir doch trotz der ubiquitaren Ver- 
breitung dieser Verbindung im Organismus und trotz der relativ groBen 
Mengen heute mit Sicherheit keinen der intermediaren Stoffwechsel- 
vorginge namhaft machen, in welchen das System der Sulfhydryl- 
verbindungen wesentlich eingreift. Die urspriingliche Hopkinssche 
Anschauung, daB das System 2 GSH = GS-—-SG einen wesentlichen 
Anteil an der Zellatmung als Sauerstoffakzeptor bzw. Wasserstoff- 
akzeptor hat, ist trotz vielfacher Miihe, sie experimentell zu stiitzen, 
durchaus nicht bewiesen. Da dieses System méglicherweise in die 
Phasen des eigentlichen Kohlenhydratstoffwechsels eingreifen kénne, 
bei dem wir eine Kette von Oxydoreduktionsprozessen annehmen 
miissen, dringt sich bei objektiver Beobachtung unwillkiirlich auf. 
Fir welche Phase des Kohlenhydratstoffwechsels kénnten nun diese 
Sulfhydrylgruppen von Bedeutung sein? Am wahrscheinlichsten lieB 
sich ihre etwaige Beteiligung in dem Stadium des Kohlenhydratabbaues 
erwarten, in welchem bereits die 6-Kohlenstoffkette zur 3-Kohlenstoff- 
kette aufgesprengt ist, also im Sinne des Neubergschen Schemas vom 
Auftreten des Methylglyoxals an. Betrachtet man den weiteren Abbau 
der Kohlenhydrate fiir den tierischen Organismus von der Stufe des 
Methylglyoxals an. so sind hier prinzipie!] zwei Méglichkeiten gegeben. 
Nach der einen, heute als herrschend zu bezeichnenden Meinung erfolgt 
der Ubergang des Methylglyoxals in seine Stabilisierungsform, die 
Milchsdure, durch eine der Cannizzaroschen Umlagerung entsprechende 
Aufnahme der Elemente des Wassers unter dem EinfluB der Glyoxalase. 
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Kine andere Moglichkeit ware darin zu suchen, daB das intermedia 
entstehende Methylglyoxal oder dessen Hydrat zunachst zur Brenz- 
traubensdure oxydiert wird, die weiterhin zur Milchsiure hydriert wiirde 
Wir haben uns auf Grund theoretischer UCbherlegungen das von 
Neuberg und seinen Mitarbeitern nachgewiesene Auftreten des Acet- 
aldehyds auch beim Kohlenhydratabbau des tierischen Organismus 
fordert das Auftreten der Brenztraubensiure -— sowie auf Grund des 
uns gelegentlich gegliickten Nach weises von Brenztraubensiureanhaiufung 
durch die Gewebe jodessigsiurevergifteter Tiere, fiir die Annahme 
entschieden, daB Brenztraubensdure ein obligates Zwischenprodukt auj 
dem Wege vom Methylglyoxal zur Milchsdéure darstellt und weiter zu 
Milchstiure hydriert wird. Gerade in dieser Phase kénnte aber das 
reduzierte Glutathion als Wasserstoffdonator auftreten. Unter- 
suchungen, die vor 3 Jahren von Grabner im hiesigen Laboratorium 
aufgenommen wurden, schienen im Sinne einer derartigen Annahme 
zu sprechen. Wir haben die aus auBeren Griinden abgebrochene Arbeit 
neuerlich wieder aufgenommen und berichten in Nachstehendem iiber 
unsere Ergebnisse. 


I. Milehsiurebildung aus zugesetzter Brenztraubensiure durch Muskelbrei 
und Muskelextrakt bei Gegenwart von Thioglykolsiiure und Cystein. 


In einer Reike von Versuchen wurde zunichst die Umsetzung von 
Brenztraubensiure zu Milchsiure durch Muskelbrei und Muskelextrakt 
mit und ohne Zusatz von Sulfhydrylverbindungen (Thioglykolsiure 
und Cystein) gepriift. 


Dali Brenztraubenséure von der Muskulatur zu Milchséure um 
gewandelt werden kann, haben Untersuchungen von Utewski! ergeben, 
der in Versuchen mit Taubenmuskulatur eine betriachtliche Milchsaure- 
bildung aus Brenztraubensiure nachweisen konnte. Sdugetiermuskulatur 
zeigte in seinen Untersuchungen kaum eine Wirkung. Der umgekehrte 
Vorgang, Bildung von Brenztraubenséiure aus Milchséure ist durch die 
Untersuchungen von Hahn und Haarmann® gezeigt worden. Welches 
System hier in die Dehydrierung der Milchséure eingreift, wird allerdings 
von Hahn offengelassen. Die Beteiligung des Glutathions in diesem 
Falle der oxydierten Form wird von ihm ausdriicklich abgelehnt mit 
dem Hinweis auf den relativ geringen Glutathiongehalt des Muskels. Wir 
méchten ein derartiges Argument durchaus nicht als stichhaltig anerkennen. 
Bei der groBen Anzahl von hydrierenden und dehydrierenden Prozessen, 
welche gleichzeitig und vielfach verkniipft im Muskel nebeneinander ab- 
laufen, wiirde es einer physiologischen Denkweise vollkommen entsprechen. 
wenn man annimmt, da®B auch eine beschrinkte Menge von Glutathion 
theoretisch imstande ist, unbegrenzte Mengen von Milchséure zu Brenz- 
traubenséure zu dehydrieren bzw. Brenztraubensiure zu Milehsaéure zu 


1 Diese Zeitschr. 215, 406, 1929. 
2 Zeitschr. f. Biol. 89, 563, 1930. 
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reduzieren. Nur fiir den abgestorbenen Muskel kénnte die Hahnsche 
Argumentation zutreffen, fiir den lebenden Muskel und den tiberlebenden, 
atmungsfaihigen Muskelbrei miissen wir sie aus diesen allgemein physiologi- 
schen Gesichtspunkten ablehnen. 

Unsere eigenen Untersuchungen wurden durchwegs mit Warmbliiter- 
muskulatur (Meerschweinchen) angestellt, die unmittelbar nach dem durch 
Entbluten erfolgten Tod im Hoffmeisterschen Apparat zu einem feinen 
Brei zermahlen wurde. Zu den Versuchsansitzen wurde jeweils 1 g genau 
gewogenen Muskelbreis in 10 cem Fliissigkeit suspendiert. Die zugesetzte 
Brenztraubensaure war Kahlbaumsches Priéiparat, das durch Destillation 
nochmals gereinigt und nach Lésung exakt gegen Lackmus mit Bicarbonat 
neutralisiert wurde. Die Mengen betrugen auf den Versuchsansatz jeweils 
10 mg der freien Saéure. In Kontrollversuchen tiberzeugten wir uns, daB 
Brenztraubensaéure bei der Milchsiurebestimmung nach Friedemann und 
Kendall keinerlei Ausschlag gibt. Als Sulfhydrylverbindungen verwendeten 
wir teils Thioglykolsdure (Kahlbaumsches Praparat), teils durch Reduktion 
aus Cystin nach Baumann! dargestelltes Cystein. Von der Thioglykolséure 
wurden jeweils 40 mg, vom Cystein 50 mg pro Ansatz zugesetzt. Auch hier 
wurde die Lésung jeweils exakt gegen Lackmus neutralisiert. | Weder 
Thioglykolsiure noch Cystein stéren die Milchséurebestimmung. Als Puffer- 
lésung kamen jeweils 2cem m/5 Phosphat nach Sérensen vom py 7,38 
zur Anwendung. Das Volumen von 10 cem wurde mit glucosefreier Warm- 
bliiter-Ringerlésung — in den Kontrollen nur Ringerlésung —/ aufgefiillt. 
Die Muskelextrakte wurden nach Meyerhof durch Extraktion mit unter- 
kiihlter 0,9°iger Kaliumchloridlésung hergestellt. Die zu den Versuchen 
verwendete Adenosintriphosphorsiure wurde jeweils aus der 3-Ag-Ver- 
bindung durch Umsetzen mit physiologischer Kochsalzlésung erhalten. 
Die Versuchsdauer betrug anfangs 3 Stunden, in den spateren Versuchen 
1 Stunde im Brutschrank bei 37°. 

Wie aus unseren Versuchen eindeutig hervorgeht, ist die Mehr- 
bildung an Milchsiure aus Brenztraubenséiure durch die frische iiber- 
lebende Saugetiermuskulatur allein kaum nennenswert. Sie betrigt 
im duBersten Falle knapp 10%, der zugesetzten Brenztraubensiure, 
kann aber auch vollkommen fehlen. Insofern bilden unsere Versuche 
eine Bestitigung der Ergebnisse von Ulewski an der Kaninchen- 
muskulatur. Siehe Tabelle I. 

Ganz anders in den Versuchen mit Thioglvkolsaiure oder Cystein, 
in denen wir eine auf die Hydrierung der Brenztraubensiure zu be- 
ziehende Mehrbildung an Milchsiure beobachten kénnen, die fiir die 
kurze Versuchszeit von 1 Stunde bis zu 37°, der zugesetzten Brenz- 
traubensiure betragen kann. Ein Unterschied zwischen der kirper- 
fremden Thioglykolsiure und dem Cystein liBt sich aus unseren Ver- 
suchen nicht mit Sicherheit erkennen, wir méchten eher annehmen, 
daB beide Sulfhydrylverbindungen qualitativ und quantitativ gleich- 
wertig sind. Wesentlich erscheint uns die Feststellung, dap im Sinne 
unserer eingangs entwickelten Vorstellungen Brenztraubensdure durch 

1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 8, 299, 1883/84. 

Biochemische Zeitschrift Band 255. 30 
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Z 


Versuche mit Muskelbrei. 





Nr. 


Zusitze 


mg Milchsiure pro Ansatz 





gefunden ’ Mehr- 
~ _ gebildet bildung 
1 a) Kontrolle a 7,26 8,38 1,12 
b) 19mg Brenztraubensaure 8,51 1,25 0.13 
c) 10mg Brenztraubensiure + 40 mg 
Thioglykolsaure ge i 9,98 2,72 1,60 
2. a) Kontrolle Fei 5,93 6,05 0,12 
b) 10mg Brenztri aubensiure : 6,22 0,29 0,17 
c) 10mg Brenztraubensaure + 40 ing 
Thioglykolsiure ee ay 7,30 137 1,25 
3 a) Kontrolle 6,77 7,52 0,75 
b) 10mg Brenztraubensaure 7,46 0,69 0,06 
c) 10mg Brenztraubensaure + 40 mg 
Thioglykolsaiure 10,21 3,44 2.69 
4 a) Kontrolle 6,78 10.61 3.83 
b) 10mg Brenztraubensaure ae 11,56 4,78 0,95 
¢) 10mg Brenztraubensiure + 50 mg 
Cystein : Fats 14,31 7,53 3,70 
5 a) Kontrolle 5,07 5,93 0,86 
b) 10mg Brenztraubensaure , 6,28 1,21 0,35 
c) 10mg Brenztraubensiure + 50 me 
Cystein 7,89 2,82 1,96 
Tabelle II. 
Versuche mit Muskelextrakt. 
mg Milchsiure pro Ansatz 
Nr. Zusiitze gefunden Mehr- 
: = re gebildet bildung 
1 | a) Kontrolle er 4,32 6,22 1,90 
b) 10mg Brenztraubensaure ; 6,41 2.08 0,18 
c) 10mg Brenztraubensaiure + 40 mg 
Thioglykolsture . . ‘ pe 7,62 3,30 140 
2 a) Kontrolle ‘ 5,96 6,16 0,20 
b) 10mg Brenztraubensaure 6,55 0,59 0,39 
c) 10 mg Brenztraubensiure + 40 mg 
Thioglykolsiure a ae 7,20 1,24 1,04 
3 a) Kontrolle Bb 4,98 5,34 0,36 
b) 10mg Brenztraubensaure 6,22 1,24 0,88 
ec) 10mg Brenztraubensaure + 401 mg 
Thioglykolsaure 7,69 271 235 
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lebensfrisches Muskelgewebe bei Gegenwart von Sulfhydrylverbindungen 
cu Milchsdure hydriert werden kann. 

Das gleiche Verhalten wie Muskelbrei zeigt auch der nach Meyerhof 
dargestellte Warmbliitermuskelextrakt. Siehe Tabelle IL. 


Auch hier sehen wir, da8 die Milchsiurebildung aus Brenztrauben- 
siure allein sehr gering ist, wihrend bei Zusatz von Thioglykolsiure 
eine betrachtliche Mehrbildung nachweisbar ist, die in der gleichen 
GréBenordnung wie bei dem Muskelbrei liegt. 


Orientierende Versuche, inwieweit eiu Zusatz von Adenosintri- 
phosphorsiure, die wir als wesentlichen Bestandteil des Co-Ferment- 
systems im Muskel betrachten miissen, die Mehrbildung von Milch- 
siure beeinfluBt, fiihrten vorliufig zu einem negativen Ergebnis. Die 
Resultate sagen freilich nichts dariiber aus, daB nicht doch eine Ver- 
kniipfung dieses Anteils des K H- Abbaues mit dem durch das Co- Ferment- 
system bewirkten Abbau besteht. Siche Tabelle IIT. 


Tabelle Il]. 


Versuche mit Muskelbrei. 





mg Milchsiure pro Ansatz 


Nr. Zusatze gefunden Mehr- 


gebildet bildung 


0’ 60’ 
1 || a) Kontrolle .... ad 5,07 5,93 0,86 
b) 10mg Brenztraubensaure . . . 6,28 1,21 0,35 
c) 10mg Brenztraubensaure + 40 mg 
Thioglykolsaure . . 9,85 4,78 3,92 
d) 10mg Brenztraubensaure + 40 mg 
Thioglykolsaure + 39mg Adeno- 
sintriphosphcrsiure (Na-Salz} Na . 9,53 4.46 3,60 
2 | a) Kontrolle .... iia ie 5,89 6,06 0,17 
b) 10mg Brenztraubensaure . . 6,19 0,30 0.13 
c) 10mg Brenztraubensaure + 40 mg 
Thioglykolsiure . . 9,20 331 3,14 
d) 10mg Brenztraubensaure + 401 mg 
Thioglykolsaure + 30mg Adeno- 
sintriphosphorsaure (Na-Salz) Na. 9,36 347 3.30 


II. Uber das Verhalten des reduzierten Glutathions bei verschiedenen Formen 
der Muskelstarre. 


War so durch die im vorstehenden mitgeteilten Versuche die 
Beteiligung des Sulfhydrylsystems an der Umwandlung der Brenz- 
traubensaure zur Milchsiure wahrscheinlich geworden, so suchten wir 
diesen Befunden eine weitere Stiitze zu geben, indem wir das Verhalten 
des reduzierten Glutathions bei den verschiedenen Formen der Muskel- 
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starre untersuchten. Die Grundlaye fiir diese Untersuchungen bildeten 
Erwagungen, die wir auf Grund unserer Befunde iiber das Verhalten 
des Co-Fermentsystems bei der Muskelstarre! angestellt haben. Wie 
unsere vergleichenden Untersuchungen bei den sauren Starreformen 
gezeigt haben, wird die dem Co-Fermentsystem des Muskels angehérige 
Adenosintriphosphorsdure bei der sauren Starre mehr oder weniger 
restlos zerstért. Fir die alkalischen Starreformen (Jod- und Brom- 
essigsiure- sowie Fluoridvergiftung) war das gleiche Verhalten durch 
die Untersuchungen von Lundsgaard? und Lipmann*® nachgewiesen 
worden. Bei der Jod- und Bromessigsiurevergiftung des Muskels labt 
sich weiter Methylglyoxal in betrichtlicher Menge in dem starren Muskel 
nachweisen*. Fir die iibrigen Starreformen konnten wir zeigen, dal 
als Folge der Co-Fermentzerstérung derartige Muskeln ohne weitcren 
Eingriff regelmaBig Methylglvoxal aus zugesetztem Hexosediphosphat 
anhaiufen kénnen. Kommt nun den Sulfhydrylverbindungen tatsiachlich 
eine Bedeutung in dem ProzeB der Umwandlung des Methylglyoxals 
bzw. der aus ihm mdglicherweise intermediaér entstehenden Brenz- 
traubensiure zur Milchsiure zu, dann mu sich in derartig starren 
Muskeln auch cine Veranderung im Verhaltnis des reduzierten zu dem 
Gesamtglutathion nachweisen lassen. 


a) Glutathiongehalt symmetrischer Froschmuskeln, 


Um hier zu eindeutigen Ergebnissen zu gelangen, haben wir 
zunachst vergleichend den Glutathiongehalt symmetrischer Frosch- 
muskeln nach Kiihnau® bestimmt. Die verwendeten Frésche (Tem- 
porarien) waren ungarischer Herkunft und hungerten durchwegs 
lingere Zeit. Die Muskeln, jeweils die Gastrocnemii, wurden 
unmittelbar nach Dekapitation der ‘Tiere prapariert und méglichst 
gleichzeitig verarbeitet. Wie sich aus nachstehenden Tabellen ergibt, 
ist der Gesamtgehalt an Glutathion sowie der Gehalt an reduziertem 
Glutathion symmetrischer Muskeln, bezogen auf 100g Muskulatur, 
innerhalb der Fehlergrenzen der Methode als gleich zu_betrachten 
(Tabelle IV). 


Schaltet man die Innervation des Muskels durch Durchschneidung 
des Ischiadicus aus, so andert sich, wie nachstehender Versuch zeigt, 
im Verhaltnis des Glutathions in der operierten Seite innerhalb von 


1 Diese Zeitschr. 240, 394, 1931. 

2 Ebenda 227, 51, 1930. 

3 Ebenda 227, 110, 1930. 

4 Siehe die Befunde von Lundsgaard (1. c.), sowie unsere eigenen Er- 
gebnisse, ebenda 232, 165, 1930. 

5 Ebenda 280, 353, 1931. 








16 $ 
den 
des 


den 
Du 
Sta 
ein 
Da: 
Mu 
Sta 
tra 
ope 
im 


No 





Jeten 
alten 

Wie 
rmen 


orige 


niger 
rom- 
lurch 
lesen 

labt 
iskel 

dab 
cren 
phat 
nlich 
yxals 
enz- 
rren 
dem 


wir 
sch- 
‘em- 
yegs 
den 
chst 
‘ibt, 
tem 
tur, 
iten 


und 


igt, 
von 


Er- 








Rolle der Sulfhydrylverbindungen im Kohlenhydrat-Abbau. 459 


Tabelle IV. 


tlutathiongehalt symmetrischer Muskeln (Gastrocnemii). 





Reduziertes Oxydiertes 
—_— Glutathion Glutathion 
‘ yesamt- _ <a urge ' ’ , 
Nr. Muskel || Gjutathion Oj, des 0], des Anmerkung 
absolut Gesamt- absolut Gesamt- 
mg-°! gehalts gehalts 


1 | rechts| 33,05 | 16,31 49,35 | 16,74 50,65 
links | 34,41 | 16,21 47,11 | 1820 52,89 

2 rechts 46,41 | 28,60 61,65 | 17,81 38,36 
links | —* | 27,03) — =P 


3 rechts 39,30 | 22,14 56,34 17,16 43,66 
links 38,01 || 21,79 | 57,32 | 16,22 42,68 


4 rechts — +e 14079; — - : 
links 50,02 43.87 87,70 6.15 12,30 


* Restimmung verungliickt. 


** Bestimmung verungliickt 


Tabelle V. 





Reduziertes Oxydiertes 
—— Glutathion Glutathion | 
7OS8a - 
Nr. Muskel ¢g i eee eS cee Anmerkung 
Glutathion 0), des 0/, des | s 
absolut Gesamt- absolut Gesamt- 
mg-°/o gehalts gehalts 


1 rechts 51.50 41.42 80,43 10,08 19,57 | Linker Ischiadicus 16 Std. vor der 
Verarbeitung durchschnitten. 
links 4917 42,00 8541 7,17! 14,59 


16 Stunden nichts. Der Gehalt an reduziertem Glutathion betragt fir 
den normalen Muskel nach unseren 'Tabellen zwischen rund 50 bis 85 °%, 
des Gesamtglutathions. 


b) Jod- und Bromessigsdurestarre. 


Erzeugt man durch Injektion von Jod- bzw. Bromessigsaure in 
den Lymphsack eine Muskelstarre und schaltet dabei durch vorherige 
Durchschneidung des Ischiadicus den einen Gastrocnemius von der 
Starre aus, so ergibt sich je nach der Dauer und Intensitat der Starre 
ein Absinken des reduzierten Glutathions in der starren Muskulatur. 
Das Verhaltnis der reduzierten zur Disulfidform kehrt sich im starren 
Muskel gegeniiber dem Kontrollmuskel um. Bei voll ausgebildeter 
Starre kann das reduzierte Glutathion ginzlich verschwinden. Be- 
trachtet man die Versuche 2 und 5 in Tabelle VI, welche am nicht 
operierten Tier durchgefiihrt sind, so zeigt sich die absolute Umkehrung 
im Verhaltnis des reduzierten zum Gesamtglutathion gegeniiber unseren 
Normalversuchen (vgl. Tabelle IV und YV). 
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Tabelle VI. 


Jod- und Bromessigséiureversuche. 





Reduziertes Oxydiertes 
iene Glutathion Glutathion 
res - 
Nr. Muskel @Gjutathion Op des 0), des Anmerkung 
absolut Gesamt- absolut Gesamt- 
mg-? 5 gehalts gehalts 
1 rechts 41,63 30,21 72,57 11,42 27,43  Rechter Ischiadicus 15 Std. vor 
dem Versuch durchschnitten. 
links 41.09 781 1892 33.28 81.08 = 0,5 cem m/10 Jodessigadure in den 


Riickenlymphsack injiziert. 
2 rechts 53,77 15,61 29.03 38,16 70.97 lecem m/10 Jodessigsdure in den 
: : ne a Riickenlymphsack injiziert. 
links 55,15 15,73 2852 3942 7148 


8 rechts 20,36 14.76 72.66 5.60 27.34 Rechter Ischiadicus 16 Std. vor 
dem Versuch durchschnitten. 


links 29.06 781 26.93 21,25 73.07 0,5 ccm m/10 Bromessigsiure in- 
jiziert. 
4 rechts 82,11 27,37 85,24 4.74 14.76 Rechter Ischiadicus  durch- 
schnitten. 
links 38.64 0.00 0 38.64 100 0,5 cem m/10 Bromessigsdure in- 
jiziert. 


5 rechts 38,44 31,33 81,50 7,14 18,50 Wie Versuch 4. 
links 39,52 19,75 49.97 19,77 50,08 


6 rechts 60,00 789 18.15 52,11 8685 i ccm m/10 Bromessigsdure inji- 
ziert. 
links 62,93 | 730 1160 5563 8840 


c) Chloroformstarre. 

Die gleichen Verhaltnisse wie die Jod- und Bromessigsiurestarre 
ergibt auch die Chloroformstarre. Die Versuche wurden hier derart 
angestellt, daB die beiden Gastrocnemii jeweils mit 5g belastet in 
Ringer bzw. chloroformgesittigter Ringerlésung eingehingt wurden. 
Die Verarbeitung erfolgte durchwegs nach 30 Minuten langer Einwirkung 
des Ck!oroforms. 

Tabelle VII. 


Chloroformversuche. 





Reduziertes Oxydiertes 
Gime Giutathion Glutathion 
: jesamt- | 
Nr. Muskel Glutathion 0), des 0/9 des Anmerkung 
absolut Gesamt- absolut Gesamt- 
mg-°!> gehalts gehalts 


1 rechts 64,90 1658 2547 4837 14,53  Rechter Muskel in CHCl, ge- 


Sa an a 7 2 7240 92 ay sittigter Ringerlisung, linker 
links 62,60 | 47,69 76,18 14,91 23,82 RT Reece. 


rechts 43,89 0,00 0 43,89 100 Wie Versuch 1. 
links 40,70 | 10,15 31,39 | 30,55 68,61 


to 


3 | rechts 35,94 259 720 33.35 92.80 Wie Versuch 1. 
links 34,90 11,92 34,15 22.98 65,85 
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d) Wadrmestarre. 
Prinzipiell die gleichen Ergebnisse erhilt man bei der Warmestarre, 


wie nachstehende Versuche ergeben. 


Tabelle VIII. 


Warmestarre. 





Reduziertes Oxydiertes 
‘ Glutathion Glutathion 
3 Gesamt- 
Nr. Muskel | @iytathion O, des ‘a don Anmerkung 
absolut Gesamt- absolut Gesamt- 
mg-°)5 gehalts gehalts 


1 rechts 49.68 949 19.10 40.19 80,90  Rechter Muskel in Ringerlisung 
- Ore 87k RAC 99 a ~ erwirmt (419), linker bei 

links 49.56 6,76 54.00 22,80 46,00 Zimmertemperatur. 

rechts 59.82 0,00 0 59.82 100 Wie Versuch 1. 

links 60.36 29.70 49.20 30,66 50,80 


lo 


Coffein. 

Analog wie bei den bisher besprochenen Starreversuchen liegen 
auch die Verhiltnisse bei der Coffeineinwirkung. Unsere; Versuchs- 
ergebnisse sind hier allerdings nicht so tiberzeugend wie in den bisher 
mitgeteilten Versuchen, da die Muskeln sehr schlecht auf Coffein an- 
sprachen und wir nur gunz unvollkommene Starren innerhalb der 
Versuchszeit von 15 bis 30 Minuten erhielten. Liingere Einwirkung 
des Coffeins schien uns mit Riicksicht auf unsere Erfahrungen iiber die 
permeabilitatssteigernde Wirkung des Coffeins nicht ratsam. 


€ 


— 


Tabelle IX. 


Coffeinversuche. 





Reduziertes Oxydiertes 
‘ Glutathion Glutathion 
, : Gesamt- Z 
Nr. Muskel Glutathion 0), des i. des Anmerkung 
absolut Gesamt- absolut Gesamt- 
mg-° |, gehalts gehalts 


1 rechts 64,84 18.75 28.92 46,09 71,08 Rechter Muskel in 1° gig. Coffein 
. _ tes — 7 2 zitratlisung, linker in Ringer- 
links 67,41 27.35 40,56 40,06 59.44 lésung. Versuchsdauer 15 Min 


2 rechts 94.59 11.09 45.10 1350 54.90 Rechter Muskel in 0,2° cig. 
‘ +e : age Coffeincitratlésung, linker in 
links 23,02 19,12 83,05 3,90 16.95 Ringerlisung. Versuchsdauer 

30 Min. 


Zusammenfassend |aBt sich also aus unseren Versuchen sagen, 
dap bei allen Starreformen, welche mit einer Zerstérung des Co-Ferment- 
systems einhergehen und bei welchen es zur Anhtiufung von Methyl- 
glyoxal —. sei es direkt oder nach Zusatz von Hexosediphosphat 
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kommt, regelmdpiq eine betrdchtliche Abnahme bzw. ein vollkommener 
Schwund des reduzierten Glutathions nachweisbar ist. 


III. Diskussion der Ergebnisse. 


Inwieweit lassen unsere bisherigen Befunde nun einen SchluB auf 
die Bedeutung der Sulfhydrylgruppen fiir die von uns angenommene 
Rolle im Kohlenhydratstoffwechsel zu? Wir wollen das von uns bei- 
gebrachte Tatsachenmaterial in keiner Weise iiberschatzen, sind viel- 
mehr der Anschauung, daB zum Aufbau einer wohlfundierten Theorie 
weitere Versuche unbedingt nétig erscheinen. Die folgenden Aus- 
fiihrungen beanspruchen daher mehr als Arbeitshypothese denn als 
Theorie aufgefaBt zu werden. Stellt man sich auf den von uns eingangs 
eingenommenen Standpunkt, daB der Weg vom Methylglyoxal obligat 
tiber Brenztraubensdure verliuft, so wiirden die Ergebnisse des ersten 
Teiles unserer Untersuchungen darauf hindeuten, da das reduzierte 
Glutathion in dieser Phase der Umsetzung wesentlich fiir die Hydrierung 
der Brenztraubenséure ist nach dem Schema: 


CH,COCOOH + 2HSG — CH,CHOHCOOH + GS — SG. 


Inwieweit dieser ProzeB reversibel ist, d. h. inwieweit das oxydierte 
Glutathion nun als Wasserstoffakzeptor in dem ProzeB der De- 
hydrierung der Milchsaiure zur Brenztraubensiure eingreift, dariiber 
lassen unsere Ergebnisse keinen SchluB zu. Ob iiberhaupt die De- 
hydrierung der Milchsiure zur Brenztraubensiure ein zwangliufiges 
Stadium in der endgiiltigen Oxydation darstellt, wie dies von Hahn 
angenommen wird, mu8 gleichfalls aus der Erérterung ausscheiden. 
DaB die riickliufige Reduktion des oxydierten Glutathions mit dem 
Kohlenhydratstoffwechsel in irgendeiner Form verkniipft ist, méchten 
wir aus den Ergebnissen unserer zweiten Versuchsreihe schlieBen, nach 


CH; CHg 
| | 
I. C=O + GS—SG —~ C—O +2HSG 
| /OH 
C—OH COOH 
‘H 
Metbylglyoxalhydrat Brenztraubensiure 
CHs CHg 


| | 
I. c=0 + 2HSG —» CHOH + GS—sSG 


| 
COOH COOH 


der hei Hemmung der Glykolyse, wie sie der starre Muskel zeigt, das 
oxydierte Glutathion im Gegensatz zu den Befunden im normalen Muskel 
bei weitem itiberwiegt. Ob die Anhaiufung des Methylglyoxals mit dem 





| 


Keb 
jal 
OX) 
und 
stel 


sau 
Dis 
tral 
mo; 
hat 


tral 
gef 


stei 


Wa 


det 
gru 


red 


gre 


red 
bz\ 








mmener 


luB auf 
mmene 
ns bei- 
d viel- 
[heorie 
1 Aus- 
nn als 
ngangs 
obligat 
ersten 
uzierte 
‘ierung 


»G. 

ydierte 
r De- 
ariiber 
ie De- 
jufiges 
Hahn 
eiden. 
| dem 
wchten 
nach 


, das 
uskel 


_ dem 





: 


; 


Rolle der Sulfhydrylverbindungen im Kohlenhydrat-Abbau 46% 


Fehlen der Sulfhydrylgruppen im Muskel zusammenhingt, dartber 
laBt sich selbstverstindlich nichts aussagen. Die Verkniipfung der 
Oxydoreduktionsprozesse beim Kohlenhydratabbau mit der Oxydation 
und Reduktion des Glutathions kénnte mdéglicherweise durch vor- 
stehendes Schema wiedergegeben werden. 

Nach Gleichung I wiirde Methylglyoxalhydrat in Brenztrauben- 
siure iibergehen, das oxydierte Glutathion dabei gleichzeitig in die 
Disulfidform, die nun ihrerseits die Reduktion der gebildeten Brenz- 
traubensiure zur Milchsiure bewirkt. Ob eine derartige Verkuiipfung 
méglich ist, dariiber sollen uns Versuche, die wir in Angriff genommen 


haben, Auskunft geben. 


IV. Zusammenfassung. 

1. Zu Warmbliitermuskelbrei bzw. Muskelextrakt zugesetzte Brenz- 
traubensaure wird nur zu einem minimalen Anteil in Milchsdure iiber- 
gefiihrt. 

2. Zusatz von Sulfhydrylverbindungen (Thioglykolsaiure, Cystein) 
steigert die Umsetzung der Brenztraubensiure in Milchséure durch 
Warmbliitermuskelbrei bzw. -extrakt in betrichtlichem Ausmab. 

3. Zusatz von Adenosintriphosphorsiure hat auf die Umsetzung 
der Brenztraubensaure zu Milchsiure bei Gegenwart von Sulfhydryl- 
gruppen keinen Einflu8. 

4. Der Gehalt symmetrischer Froschmuske!n (Gastrocnemii) an 
reduziertem und Gesamtglutathion ist praktisch innerhalb der Fehler- 
grenzen der Methodik gleich. 

5. Bei allen untersuchten Starreformen des Muskels nimmt das 
reduzierte Glutathion gegeniiber der normalen Kontrolle wesentlich ab 
bzw. verschwindet vollstandig. 








Uber Katatonin, einen giftigen Stoff im Lipoidextrakt 
von Harn, Gewebsfliissigkeiten und Organen. 


Von 
J. Freud und E. Dingemanse. 


(Aus dem pharmaco-therapeutischen Laboratorium der Universitat 
Amsterdam.) 


(Eingegangen am 22. September 1922.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Als wir Benzolextrakte aus Harn an Kapaunen auf ihren Gehalt 
an mannlichem Hormon untersuchten, fiel uns 6fter ein Vergiftungsbild 
auf, und zwar besonders bei relativ unreinen Praparaten. Innerhalb 
weniger Minuten nach der Einspritzung zeigten die Tiere dann folgende 
Erscheinungen: 

Die Végel versteckten sich in die abgelegenste Ecke ihres Kiifigs, der 
Kopf sank zuriick oder wurde hinter den Fliigeln verborgen so wie im 
Schlafe, die Atmung war vertieft, etwas dispnoeisch, die Augen ge- 
schlossen. Man bekam den Eindruck des Schlafes, noch dadurch ver- 
stirkt, daB die Tiere, durch irgendeinen Reiz aufgescheucht, zwar 
einige Schritte liefen, danach jedoch wieder in den alten Zustand ver- 
sanken. Es dauerte ungefahr '), bis 1'/, Stunden, bis die Tiere sich 
erho't hatten; sie blieben dann weiter bis zur nichsten Einspritzung 
am gleichen oder folgenden Tage symptomenfrei. Bei der weiteren 
feinigung solcher Benzolextrakte verschwand diese Nebenwirkung, 
offenbar, weil die hierfiir verantwortlichen Stoffe vom mannlichen 
Hormon getrennt wurden und in die Abfallfraktion gerieten. Uns 
interessierte nun gerade hieraus die Giftstoffe mehr zu reinigen und 
wenn moglich zu identifizieren. 

Zunachst wurden dieselben Extrakte, die giftig bei Kapaunen 
waren, bei kleineren Tieren, wie Ratten und Mausen, eingespritzt. Es 
ergab sich das folgende Bild: 


Nach Gaben von etwa '/, Liter Harnextrakt, gelést in '/, bis 1 cem 
Oliven6l, tritt bei erwachsenen Ratten ein Zustand von Unruhe ein, woran 
sich alsbald eine gewisse Ataxie anschlieBt, danach verfallen die Tiere in 
einen Zustand leichter Parese, so daB sie trotz erhaltener spontaner Be- 
weglichkeit nach Reiz, auch in ganz abnormen Haltungen ihres Kérpers, 
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wahrend langerer Zeit verharren. SchlieBlich treten auch Krampfe, oder 
wenigstens ein ziemlich auffallender Tremor auf. Auch aus diesem Zustande 
erholen sich die Tiere nach einigen Stunden und zeigen nach einigen Tagen 
keinerlei Unterschiede in ihrem Verhalten gegeniiber normalen Kontroll- 
tieren. Bei Mdusen trat der Tremor von vornherein mehr in den Vorder- 
grund, auBerdem aber am meisten auffallend, eine Bewegungsarmut: sie 
duBerte sich u.a. auch darin, daB wenn man sie mit ihren Hinterpfoten, 
am Rande einer Metallréhre sich festhalten lieB, sie in dieser Stellung 
minutenlang blieben. Bei Erhéhung der zugefiihrten Dosis ging diese 
Bewegungsarmut in Parese iiber, so dai die Tiere wegen ihrer Schwiache, 
sich in keiner anstrengenden K6érperhaltung behaupten konnten. 


Von diesem Symptomenkomplex hat die Bewegungsarmut und 
eine gewisse Vlexibilitas cerea am meisten unsere Aufmerksamkeit 
erweckt. 

De Jong und Baruk' haben die experimentelle Katatonie bei 
Tieren in einer Monographie beschrieben. Mit Riicksicht auf manche 
Ahnlichkeit der beobachteten Symptome bei Ratten, mit den durch 
diese Autoren als experimentelle Katatonie beschriebenen, ersuchten 
wir Dr. de Jong, das von uns hervorgerufene Zustandsbild mit dem 
von ihm beobachteten zu vergleichen. 


Es besteht, hauptsachlich bei Mausen, kein wesentlicher Unterschied 
gegentiber der durch Bulbocapnin erzeugten experimentellen Katatonie, 
eine gewisse Differenz liegt darin, daB der paretische Zustand! nach Bulbo- 
capnin erst nach viel starkerer Steigerung der Dosis auftritt, als es mit dem 
Benzolextrakt des Harns der Fall ist, d. h. von diesem fiihrten verhaltnis- 
maBig wenig mehr als tiberhaupt wirksam, zu Erscheinungen der Parese. 
Bei der weiteren Reinigung unserer Extrakte, wobei als Leitfaden die 
Reaktion der Raiten gebraucht wurde, hat sich das Symptomenbild ver- 
einfacht. Es traten stets weniger Krampfe auf, dagegen bildete sich die 
Neigung zur Bewegungsarmut, zu abnormen Korperstellungen und endlich 
leichten Paresen immer deutlicher aus, und dies war schlieBlich die einzige 
Folge der Einspritzung solcher gereinigten Extrakte. Da auch Unruhe 
wegtfiel und man somit ohne nahere Untersuchung die Tiere kaum von 
normalen Kontrolltieren unterscheiden bzw. kaum eine Veranderung durch 
die Einspritzung feststellen konnte. suchten wir nach einem Zeichen 
fiir die geringste Wirkung des Stoffes. Als solehes wurde folgendes Verhalten 
gefunden: Versucht man eine normale, erwachsene, gut ernidhrte, nicht 
allzu alte Ratte mit dem K6érperhinteren so zu legen, daB das Tier nicht 
mehr auf den Pfoten steht, sondern diese seitlich auf der Unterlage legen, 
dann gelingt dies nicht, das Tier bleibt keine Sekunde in dieser Haltung. 
Es richtet sich sofort auf, und bei wiederholten Versuchen wird das Tier 
stets erregter und lehnt daher stets starker diese unnatiirliche Lage ab. 
Behandelt man jedoch dieselbe Ratte mit der geringsten wirksamen Menge 
des Benzolextraktes aus Harn, dann ertragt es diesen Versuch der Seiten- 
lage einige Sekunden lang, wodurch man eindeutig eine Abnahme der 
motorischen Aktivitat des Tieres feststellen kann (s. Abbildung). Auf den 
geringsten Reiz jedoch, z. B. Druck auf den Schwanz, stellt sich das Tier 


1 De Jong u. Baruk, Etudes sur la catatonie expérimentale, Paris 1929. 
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sofort wieder auf und lauft weg, woraus zu schlieBen ist, daB es sich nicht 
um eine Lahmung, auch nicht um eine Triibung des Sensoriums handelt 
sondern ausschlieBlich um eine Verminderung motorischer Aktivitat. dir 
man allerdings von einer ganz leichtgradigen Parese kaum unterscheide1 
kann. 





Abb. 1. 


Als Einheit der Substanz, die diesen Effekt hat, haben wir die 
Menge definiert, die in '/,cem Ol gelést, innerhalb 5 Minuten nach 
der Einspritzung das Tier in einen Zustand versetzt, in dem es einige 
Sekunden lang die genannte Seitenlage des Hinterleibes ertrigt. Mit 
Hilfe dieses Symptomenbildes wurde die folgende Bearbeitung der 
chemischen Seite des Problems ausgefiihrt. 


Extraktion. 

Zunichst wurde die zweckmaBigste Extraktion aus Harn unter- 
sucht. Nach Alkalisierung des Harns gegen Thymolphthalein und etwa 
dreimaliger 3 Stunden langer Extraktion mit Benzol, ist diese Extraktion 
nahezu erschépfend. Die Menge des angewandten Benzols ist zweck- 
maBig 1; bis 7; des Volumens der zu extrahierenden Harnmenge. 
Nach jeder dreistiindigen Extraktion in der Warme unter RiickfluB- 
kiihlung muB die wisserige Phase stets wieder durch Zufiigung von 
Natron- oder Kalilauge, falls die Alkalescenz abgenommen hat, gegen 
Thymolphthalein alkalisch gemacht werden. Extrahiert man den 
wasserigen Riickstand nach den ersten drei warmen Extraktionen mit 
Benzol in der derselben Weise, wiederholt noch einige Male, dann 
ergibt sich, daB in diesen Extrakten in 10- bis 100facher Konzentration 
kein wirksamer Stoff mehr nachgewiesen werden kann; eine mehr als 
dreimalige Wiederholung hat also keinen Vorteil. 

Der Trockenrest des in der beschriebenen Weise erhaltenen Benzol- 
extraktes ist zwischen 10 und 50 mg pro Liter. Dieser Extrakt enthalt 
neben der iiberwiegenden Menge anderer Ballaststoffe auch noch die 
krampferzeugende Substanz. Diese laBt sich ziemlich einfach aus- 
schalten. 
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Die vereinigten Benzolextrakte der ersten Bearbeitung werden ein- 
seengt und mit n/l00 Salzsiure dreimal ausgeschiittelt; die benzolische 
Phase ist dann vollstandig inaktiv, der wirksame Stoff geht in das saure 
Wasser. Man kann ihn nachweisen entweder dadurch, daB man nach 
Neutralisation und entsprechender Einengung die wiisserige Lésung ein- 
spritzt oder aber dadurch, dali man die vereinigten wisserigen Extrakte 
gegen Thymolphthalein alkalisch macht und nun mit Benzol etwa dreimal 
ausschiittelt. Der wirksame Stoff ist im zweiten Falle nun in das Benzol 
iibergegangen. 

Nach Eindampfen des Benzols, Entfernen der letzten Reste von 
Wasser durch Zufiigung einer kleinen Menge wasserfreien Natrium- 
sulfats und Aufnehmen des Riickstandes in O1 ist die Wirksamkeit des 
so behandelten Extraktes beinahe in unverinderter Starke im Tier- 
versuch nachzuweisen. 

Durch die genannte Behandlung wird nicht nur eine sehr auffallige 
Verminderung des Trockenrestes erzielt, sondern diese Extrakte haben 
auch beinahe vollstindig die krampfmachende Wirksamkeit verloren. 
Bisher ist es aber noch nicht gelungen, den Krampfstoff isoliert dar- 
zustellen. 

Unser Hauptbestreben war ja auch, das Katatonin zu verfolgen 
und niher Zu untersuchen. 

AuBer dem Harn wurde auch Blut extrahiert. 

Frisches Blut wird mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt, alkalisch 
gemacht bis pu 10 (Thymolphthalein) und weiter genau wie beim Harn 
unter RiickfluBkiihlung dreimal warm extrahiert mit '/, Volumen Benzol. 

Diese Extrakte ergeben bei Ratten keine Krampfe, so daB man die 
Reinigung mit Salzsiure in diesem Falle nicht unbedingt anzuwenden 
braucht. 

Die Extraktion von Organen (z. B. Gehirn oder Muskel) geschieht 
nach Feinmahlen und Trocknen im Vakuum bzw. durch Zufiigung 
von wasserfreien Natriumsulfat oder trockenem Natriumcarbonat. 

Die Gesamtmenge wird nach Zufiigung von etwa 20 cem normaler 
Kalilaugelésung pro 100g Organ dreimal mit Benzol unter Riicktlub- 
kiihlung extrahiert. Bei diesem Verfahren bekommt man jedoch viel Fett 
in den Extrakt. Um ihn in entsprechender Konzentration in Ollésung 
bringen zu kénnen, muB das Fett durch Verseifung entfernt werden. Das 
Fett bleibt eine Nacht bei 46° Cin einer Lésung von alkoholischer Kalilauge. 
Die alkalische Lésung wird dann mit Wasser verdiinnt und der Alkohol 
auf dem Wasserbad verdampft. Den wiisserigen Rest kann man jetzt bei 
entsprechender alkalischer Reaktion dreimal mit Benzol ausschiitteln, die 
vereinigten Benzolextrakte zu einem kleinen Volumen einengen, Ol hinzu- 
fiigen und dann den Rest des Benzols durch Blasen unter Hrwarmung 
entfernen. Auch bei den tibrigen bereits beschriebenen Methoden ist es 
vielleicht fiir die quantitative Bestimmung vorteilhafter, wenn man anstatt 
das Benzol vor der Zufiigung von O] ganz zu verjagen, erst Ol zufiigt und 
dann die letzten Reste Benzol entfernt. 
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Die Extraktionsmethode fiir Blut und Organe wird auf ihre Brauch 
barkeit in der bei uns iiblichen Weise kontrolliert. Es wurde eine be 
kannte Anzahl Einheiten zu einer gewissen Menge der zu extrahierenden 
Substanz hinzugefiigt. Bei Anwenden der beschriebenen Verfahren 
wurden diese Mengen restlos in dem Extrakt wiedergefunden. 


Auch in den Organextrakten befand sich kein krampferzeugender 
Stoff. Also kommt dieser vermutlich hauptsichlich oder ausschlieBlich 
im Harn vor. Mit den beschriebenen Methoden wurde versucht, die 
Anzahl Einheiten, die im Harn verschiedener Herkunft, im Blute und 
in den Organen vorkommt, festzustellen. Wenn man den Gehalt pro 
Liter Harn berechnet, so findet man: 





Herkunft Anzahl der Einheiten in 
Untersuchungen Liter 


Schwerarbeiter hee at 
leicht arbeitende Manner. . 1 
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Bei der Untersuchung von Blut von Stieren und Kiithen ergaben 
sich 5 bis 10 Einh. pro Liter; Pferdefleisch und Gehirne wurden einige 
Male untersucht, hierbei jedoch weniger als 10 Einh. pro Kilogramm 
gefunden, wieviel weniger als 10 EKinh. ist bisher nicht untersucht. 
Der Krampfstoff wurde, wie bereits erwahnt, bisher in Organextrakten 
und Blut nicht gefunden. 

Die auBere Verwandtschaft unseres Leitsymptoms mit der experi- 
mentellen Katatonie lieS auch quantitative Bestimmungen iiber den 
Gehalt im Harn bei Geisteskranken, und zwar Schizophrenen und 
manisch depressiven wiinschenswert erscheinen, ferner auch bei sonstigen 
Kranken. Im allgemeinen wurde in diesen Fallen eine geringere Menge 
pro Liter gefunden als bei Normalen. Diese Untersuchungen werden 
gemeinsam mit de Jong an anderer Stelle mitgeteilt. 


Reinigung und chemische Eigenschaften. 

Zur weiteren Reinigung oder etwaigen Reindarstellung des wirk- 
samen Stoffes sind gréBere Mengen Ausgangsmaterial erforderlich. 
Darum wurden wiederholt Chargen von 1000 bis 3000 Liter Harn mit 
Benzol alkalisch extrahiert, jedoch ohne sie bis zu py 10 in jedem Falle 
alkalisch zu machen. Die stark eingeengten Benzolextrakte wurden 
mit saurem Wasser gewaschen und diese vereinigten sauren Wasch- 
wisser dienten als Ausgangsstoff fiir die weitere Untersuchung des 


Katatonins. Es ist selbstverstandlich, daB die Voraussetzungen einer 
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juantitativen Extraktion bei so groBen Mengen Harn nicht so ein- 
wandfrei eingehalten werden kénnen wie in dem Laboratoriumsversuch. 
Darum ist auch die Ausbeute bei solchen Chargen im allgemeinen noch 
aicht die Halfte von der bei kleineren Mengen: also nur etwa 2 Einh. 
pro Liter. In unreinem Zustande enthielten diese Extrakte auch noch 
den Krampfstoff, weil die sehr konzentrierten Benzoll6sungen beim Aus- 
waschen mit saurem Wasser noch sehr viele Ballaststoffe, darunter auch 
das Katatonin und den Krampfstoff, an das saure Wasser abgaben. 

Die Reinigung dieser Stoffe geschah in folgender Weise: 

Die saure wasserige LOsung wird, wie auch sonst iiblich, dreimal mit 
Benzol ausgeschiittelt, aber ohne vorher alkalisch gemacht zu werden. 
Bei der sauren Ausschiittelung geht von dem Katatonin, wie bereits erwahnt, 
nichts ins Benzol, folglich kann man mittels dieses Verfahrens eine Menge 
von Verunreinigungen bereits aus dem sauren Wasser entfernen. 

Nach der Alkalisierung bis py 10 wird weiter fiinfmal mit Benzol aus- 
geschiittelt. Nun wird die Benzollésung aufs neue mit saurem Wasser 
ausgeschiittelt und die Ausschiittelung der sauren Lésung mit Benzol 
wiederholt, um dann nach Alkalisierung wie vorher zu verfahren. Diese 
Vorgang wurde fiinfmal wiederholt, wodurch der Gesamttrockenrest von 
1000 Liter des zur Extraktion verwandten Harns nur noch 3'/, mg betrug, 
und eine Reinigung auf weit weniger als '/j99) des urspriinglichen Trocken- 
restes im primaren Benzolextrakt des ersten sauren Waschwassers erhalten 
wurde. Dieser betrug namlich 14g. Die 3'/, mg enthielten 150) Einh. des 
Katatonins, so da einer Einheit etwa 2!’ 7 Trockenrest entspricht. Aus 
diesen Angaben geht hervor, daB die gesamte lange Bearbeitung nur einen 
Verlust von 35°,, namlich etwa 500 Einh., mit sich brachte. Die 3'/, mg 
halb feste, halb fliissige Trockensubstanz weiter zu reinigen, miBlang. Sie 
wurde aufs neue in saures Wasser aufgenommen und mit Benzol extrahiert. 
Der wirksame Stoff war danach weder in dem Wasser noch in dem Benzol 
wiederzufinden. Da dies bei ahnlicher weitgehender Reinigung wiederholt 
beobachtet wurde, fiihrt diese Methode wohl zu einer Vernichtung der 
wirksamen Substanz, jedoch nur zu einer teilweisen, denn in manchen 
Fallen ist nach einem derartigen Verschwinden des gereinigten Priparates 
noch etwas wiedergefunden worden, als das zum Trocknen benutzte wasser- 
freie Natriumsulfat intensiv extrahiert wurde. 

Aus diesem Befund ware also zu schlieBen, daB in manchen Fallen 
der Verlust des Priparats nicht auf seine Zerstérung, sondern auf seine 
Adsorption an das Natriumsulfat zuriickzufiihren sei. Keinesfalls 
konnte diese Annahme den gesamten Verlust erkliren, da selbst, wenn 
man Benzol- oder Wasserlésungen des Praparates einige Zeit bewahrt, 
diese an Wirksamkeit stark einbiiBen. Die Verminderung der Wirksam- 
keit fallt mehr auf bei Benzollésungen als bei den Wasserlésungen. 
Ein Teil dieser Verluste ist zweifellos auf ein Ausfallen des wirksamen 
Stoffes aus der Benzollésung zuriickzufiihren. GieBt man namlich 
das Benzol ab und wascht die beinahe leer erscheinenden GefiBe, worin 
sich die Lésung befand, mit n/1000 Salzsiure warm aus, dann kann 
wieder ein Teil der verlorenen Wirksamkeit zurickgewonnen werden. 
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Dies ist um so auffilliger, da bei den verwendeten Mengen beinah: 
iiberhaupt kein Niederschlag zu sehen war, sodaB es sich hier zweifello 
um eine beinahe nicht wagbare geringe Menge des Trockenrestes ge 
handelt hat und folglich dieser an biologischer Aktivitét tiber die 2!,, 3 
pro Einheit noch stark zugenommen haben mub. 

Der oben beschriebene Reinheitsgrad von 2!, y pro Einheit wurde 
bisher nur in einem Praparat eindeutig nachweisbar erreicht ; wiederholt 
ist dagegen gelungen, cin solches von 5 bis 12 y pro Einheit zu erhalten 


Andere biologische Eigenschaften. 

Neben der bereits beschriebenen, zur biologischen Eichung  ver- 
wendeten Wirkung der Extrakte, kann man bei verschiedenen Reinheits- 
graden auch noch andere Eigenschaften finden. Freilich ist nach der 
bisherigen Erfahrung keineswegs zu sagen, ob diese von demselben 
wirksamen Stoff abhangen, der das Seitenlagesymptom erzeugt. 


Uber die Krampftwirkung weniger gereinigter Priparate wurden bereits 
Angaben gemacht. Auber dieser findet man jedoch bei Praparaten, die man 
zur Starke von 100 Ratteneinh. in 1 cem physiologischer Kochsalzlésung 
lést, nach intravendser Einspritzung beim Kaninchen eine Blutdruck- 
senkung von kurzer Dauer. gefolgt von einer langsam zur Norm zuriick- 
kehrender Blutdruckerhéhung. Diese Eigenschaft laBt sich selbst bei 
solechen Praparaten noch zeigen, die bis 20 7 pro Ratteneinh. gereinigt 
wurden. Das Ausmab der erreichten Blutdruckveranderungen ist verhaltnis- 
maBig gering, es betraigt zwischen 10 und 30mm. Bei subecutaner Ver- 
abreichung tritt diese Erscheinung nicht auf. 

Nach einem Versuch mit dem bisher allerreinsten Praparat schien darin 
die blutdrucksenkende Wirkung zu fehlen. 

Es wurden weiterhin noch die folgenden biologischen Untersuchungen 
vorgenommen: Bei der quantitativen Bestimmung im Harn verschiedener 
normaler Individuen entstand der Eindruck. als ob durch K6rperaktivitit 
eine Erhéhung des Gehaltes des Harns an Katatonin statthabe, also 
moéglicherweise wird dieses bei Muskelarbeit in: Harn stirker ausgeschieden. 

Vor einigen Jahren haben de Jongh und Wolff! gezeigt, daB nach 
Krampfen bei Kaninchen und Hunden eine Erniedrigung des Augendruckes 
stattfindet. Diese Erscheinung beruht auf Erzeugung eines Stoffes ,,Anti- 
tonon**; man kann durch Einspritzung des Serums, oder eines bis zu einem 
gewissen Grade gereinigten Extraktes hieraus bei normalen Kaninchen 
ohne vorherige Krampfe ebenfalls eine Senkung des Augendruckes herbei- 
fiihren. 

In drei daraufhin untersuchten Fallen normaler Kaninchen ergab 
intravenése Einspritzung des Katatonins eine Verminderung des Augen- 
druckes im Vergleich zum vor der Einspritzung bestehenden. Keineswegs 
JaBt sich jedoch daraus schlieBen, daB das Katatonin mit dem augendruck- 
erniedrigenden Stoff aus dem Serum von Krampftieren identisch sei. 
Dagegen spricht schon die Tatsache, daB man die Augendruckerniedrigung 
nach Hinspritzung des Katatonins bereits nach einigen Minuten feststellen 


1 L. K. Wolft u. S. E. de Jongh. diese Zeitschr. 168, 428, 1925. 
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kann, wihrend sie mit dem Stoff aus Krampfserum, ,,Antitonon**, erst 
nach 1 bis 2 Stunden auftritt. Eine Beziehung zwischen diesen beiden 
Stoffen, vielleicht in dem Sinne, daB der eine Stoff die Erzeugung des 


anderen beschleunigt oder iiberhaupt erst hervorruft, ist wohl méglich und 


bedarf weiterer Untersuchung. 


Physikalische und chemische Eigenschaften des Katatonins, 

Der Stoff verhalt sich ahnlich einem Amin, indem er aus alkalischem 
Harn oder aus alkalisch gemachtem Wasser durch Fettlésungsmittel, 
wie Benzol, Ather, Alkohol, Petrolither, extrahiert werden kann. Er 
ist in Alkohol sowohi bei saurer als auch bei alkalischer Reaktion gut 
léslich; ferner in neutralem und in saurem Wasser. Einer Lésung in 
Benzol oder Ather liBt er sich durch Ausschiitteln mit saurem Wasser 
restlos entziehen. In einer Mischung von saurem, 70°,igem Alkohol 
und Benzol befindet sich der Stoff nach Schiitteln in der Alkoholphase, 
wahrend er bei alkalischer Reaktion des 70°, igen Alkohols quantitativ 
im Benzol zu finden ist. 

Daraus laBt sich folgern, daB der Stoff héchst wahrscheinlich 
basische Eigenschaften besitzt. 

In unreinem Zustande ist er gegeniiber Erwirmung unempfindlich ; 
so kann er ohne Verlust der Aktivitat einige Zeit (etwa 1 Stunde) auf 
einem kochenden Wasserbad stehen. 

Wenn man eine saure, wasserige Lésung des Stoffes mit Norit- 
kohle oder Terrana (Silicat) ausschiittelt, wird der wirksame Stoff 
daran adsorbiert. Mittels alkalischen Alkohols liBt er sich jedoch sehr 
leicht wieder aus dem Adsorbens zuriickgewinnen. Aus alkalischer 
Lésung ist er mit Dampf leicht iiberzudestillieren; das Destillat kann 
man nach Ansdiuern auf dem Wasserbad bis zur ‘Trockne eindampfen. 
Destilliert man das gereinigte Produkt, von dem 33! , mg 600 Ratteneinh. 
enthalten, also ungefahr 55 y pro Ratteneinh., im Hochvakuum von 
0.00lmm Druck bei 100° wahrend 1 Stunde, dann gehen hiervon 400 
Ratteneinheiten in der Form eines gelbbraunenOls als Destillat iiber. Der 
Stoff hat sich bei diesem Versuch ziemlich weit von dem Erwirmungs- 
punkt des Apparates an der Wand der Glasréhre abgesetzt. Der Trocken- 
rest dieses Destillats betrug 27 mg, d. h. etwa 87 y pro Einheit, so daB 
mit diesem Verfahren in der angewendeten Form keine Reinigung 
erhalten wurde, anscheinend weil Verunreinigungen noch _ leichter 
iiberdestillieren als das Katatonin. Bei weiterer Erwiarmung wahrend 
1 Stunde sind bei 120° noch 100 bis 150 Einh. iiberdestilliert, wovon 
der Trockenrest fiir eine Wagung zu gering war. 

In dem Destillierké6lbchen sind etwa 100 Ratteneinh. noch zuriick- 
geblieben. Dieser Versuch der Hochvakuumdestillation ist als ein 
durechaus vorlaufiger anzusehen, der uns aufklirt: erstens tiber die 
Méglichkeit einer Reinigung des Stoffes mit dieser Methode und zweitens 
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iiber seine Widerstandsfihigkeit gegeniiber den genannten Eingriffen. 
Der Stoff dialysiert leicht durch Pergament. 

Mit Pikrinsiure, ferner mit Platinchlorid, Sublimat und Phosphor- 
wolframsiure gibt er einen Niederschlag. Suspendiert man diesen 
Niederschlag in Wasser und macht die Lésung alkalisch, dann 1liBt 
sich der Stoff mit Benzol extrahieren. Mit Benzoldiazoniumchlorid 
entsteht weder in saurem, noch in alkalischem Milieu eine Rotfairbung. 
Ebenfalls negativ ist die Isonitrilreaktion. Indessen kann man im Augen- 
blick diesen Reaktionen keinen entscheidenden Wert beilegen, da die 
Menge des wirksamen Stoffes, die benutzt werden konnte, duBerst 
gering war. 

Zur Kontrolle wurde eine Reihe von priméren Aminen hinsichtlich 
der Isonitrilreaktion untersucht. Nur Anilin ergibt bereits bei 20 y Gesamt- 
menge eine positive Reaktion; von vielen anderen primaéren Aminen war 
eine wesentlich gréBere Menge zur Erzeugung der Reaktion erforderlich. 

Fassen wir die bisherigen Erfahrungen mit dem Katatonin zu- 
sammen, dann kénnen wir im Augenblick nicht sagen, ob es sich hier 
um eine Substanz handelt, die bereits durch andere Untersucher chemisch 
isoliert dargestellt ist. Indessen ist dies wenig wahrscheinlich. Zwar 
wurden eine ganze Reihe von toxischen und anders biologisch wirksamen 
Stoffen aus dem Harn dargestellt, jedoch, soweit uns die Literatur hieriiber 
bekannt ist, keiner von diesen ist weder in der biologischen Aktivitat 
qualitativ noch quantitativ mit der beschriebenen Substanz identisch, 
denn nechmals sei deutlich betont, daB das bisher durch Wagung fest- 
gestellte reinste Priparat 2'/, y pro Ratteneinheit gewogen hat. Stammte 
dieses aus einem Harn von Schwerarbeitern mit 4 bis 8 Ratteneinh. 
pro Liter, so wiirde man bei der quantitativen Extraktion ohne Verlust 
aus 1000 Liter Harn nur 10 bis 20 mg des beschriebenen Stoffes isolieren 
kénnen. Von den bisher beschriebenen Stoffen wurden stets Milligramine 
nicht aus 1000 Liter, sondern aus wenigen Litern gefunden. Von den 
chemisch bekannten, zum ‘leil im Harn vorkommenden Stoffen, haben 
wir einige untersucht, ob sie in biologischer Beziehung dem Katatonin 
nahestehen. Bei diesen Stoffen hat sich jedoch gezeigt, daB sofern 
man mit ihnen iiberhaupt die beschriebenen Erscheinungen bei der 
Ratte erzeugen kann, hierfiir viel gréBere Mengen nétig sind, als einer 
Kinheit des Katatonins entspricht. Hier sei noch kurz eine Liste der 
untersuchten Stoffe und der von ihnen fiir die Erzeugung des Symptoms 
notigen Mengen angegeben. Fiir weitere Angaben beziiglich der anderen 
Katatonie erzeugenden Stoffe, wie Bulbocapnin, Meskalin, und die 
verschiedenen anderen Substanzen, sei auf die diesbeziiglichen Arbeiten 
iiber experimentelle Katatonie von de Jong! verwiesen. 


1 H. de Jong, Ztschr. Neur. Psych. 139, 3 4, 1932. 
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Menge, erforderlich zur 
Erzeugung von Katatonie 
bzw. Parese: 


ye ee ea ee ee 40 y 
p- Amidophenol. ........ 500 
Histamin HCl . an ar eee 20» 
Thiophen (anwesend im Benzol). . 90 + 
eR a ae ee > 300 » 
Cholin > 100 y 


Der chemischen Reindarstellung und naheren Kennzeichnung 
unseres Stoffes stehen zur Zeit beinahe uniiberwindliche Schwierig- 
keiten im Wege. Um nach allen Verlusten den reinen Stoff zur Aus- 
fiuhrung der chemischen Identitatsarbeiten in hinreichender Menge zu 
erhalten, waren mehrere Tausend Liter Harn quantitativ zu extrahieren; 
es sei denn, daB es gelinge, ein viel ausgiebigeres Ausgangsmaterial als 
Mannerharn zu finden. 


Zusammenfassung. 


1. Die Auffindung eines biologisch wirksamen Stoffes im Harn, 
Katatonin genannt, wird beschrieben?. 

2. Der Stoff ist im alkalischen Milieu mit ,,Lipoidlésungsmitteln* 
quantitativ extrahierbar. 

3. In éliger oder wisseriger Lésung Ratten subcutan zugefiihrt, 
treten innerhalb einiger Minuten der experimentellen Katatonie ahnliche 
Erscheinungen auf, die bei Erhéhung der Dosis in Parese iibergehen. 

4. Andere biologische Wirkungen, wie Krampf, Wirkung auf den 
Blutdruck und Augendruck, werden erwihnt, ohne daS man im Augen- 
blick die Identitat des fiir all diese Wirkungen verantwortlichen Stoffes 
mit Sicherheit annehmen kénnte. 

5. Auf Grund des ,,Seitenlagesymptoms™ als Leitsymptom, wurde 
die naihere Bestimmung einer Reihe chemischer und physikalischer 
Eigenschaften vorgenommen. ‘ 

6. Nach Reinigung ist, mit 0,0025 eine deutliche Giftwirkung zu 
erhalten. 

7. Auf Grund der auSerordentlich starken Wirksamkeit des ge- 
reinigten Stoffes in geringsten Mengen ist anzunehmen, daf er mit den 
bisher beschriebenen Stoffen im Harn nicht identisch ist; aber eben 
wegen der Kleinheit der wirksamen Dosis des Katatonins und dem 
relativ geringen AusmaB seines Vorkommens im Ausgangsmaterial, 
ist eine nihere chemische Charakterisierung zur Zeit nicht médglich. 


1 Erste, vorlaufige Mitteilung tiber Katatonin: J. Freud u. E. Dinge- 
manse, Acta brevia Neerlandica 1931, Teil 4, 8. 6. 
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Uber die Oxydation des Himoglobineisens durch Ferricyankalium 
und das Gleichgewicht der Reaktion. 


Von 
Herbert Schiiler. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin- Dahlem.) 
(Eingegangen am 1. Oktober 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Ferricyankalium oxydiert Haimoglobin (Hb) zu Methimoglobin 
(HbOH): 
K,Fe(CN), + Hb + KOH @— K,Fe(CN), + HbOH. (1) 
In Lésungen von Oxyhaimoglobin folgt auf die Reaktion (1) die Reaktion 
HbO, — Hb + O, (2) 
und man hat in der Bilanz 
K,Fe(CN), + HbO, + KOH — K,Fe(CN), + HbOH + O,. (3) 
In Lésungen von Kohlenoxydhimoglobin folgt auf die Reaktion (1) 
die Reaktion 
HbCO — Hb + CO (4) 
und man hat in der Bilanz 

K,Fe(CN), + HbCO + KOH — K,Fe(CN), + HbOH + CO. (5) 

Reaktion (1) ist physiologisch interessant als Modell einer Reaktion, 
bei der zwei verschieden gebundene Eisenatome sich gegenseitig oxy- 
dieren und reduzieren!. Die Reaktionen (3) und (5) benutzt man nach 
J. Haldane*® und J. Barcroft®?, um Oxyhimoglobin oder Kohlenoxyd- 
himoglobin zu bestimmen. 

Ich habe auf Vorschlag und unter Hilfe von Herrn Warburg versucht, 
die Gleichgewichtskonstante K der Reaktion (1) fiir Meerschweinchen- 
hamoglobin zu messen. Weil Reaktion (1) praktisch vollstindig von 
links nach rechts verlauft, ist eine direkte Messung von K nicht 


! Wie bei der Oxydation von Haémoglobin durch freies Hamin. O. War- 
burg u. F. Kubewitz, diese Zeitschr. 227, 184, 1930. 

2? J.S. Haldane, J. of Physiol. 22, 298, 1898. 

8 J. Barcroft, ebenda 37, 12, 1908. 
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méglich. Bestimmt man aber das Gleichgewicht der Reaktion (5), 

die unter geeigneten Bedingungen unvollstindig' verliuft, so kann 

man, wenn man die Dissoziationskonstante des Kohlenoxydhamoglobins 

kennt, die Gleichgewichtskonstante K der Reaktion (1) berechnen®. 
Zur Erlauterung betrachten wir die Gleichgewichtsbedingungen der 

Reaktionen (1) bis (5): 

K,Fe (CN), Hb 


Reaktion |: K,Fe (CN), 2 K, (la) 
Reaktion 2: Hee = ko,, (Qa) 
Reaktion 8: RoNS HHO = ge) 
Reaktion 4: BE = ko, (4a) 
pms : EPO MOO g feo. 


WO Poo und po, die Drucke des Sauerstoffs oder Kohlenoxyds in Atmo- 
sphiiren sein sollen. 

K ist von der GréBenordnung 10-7. Reaktion (1) verlauft also 
so vollstindig von links nach rechts, daB man das Gleichgewicht (la) 
nicht messen kann. 

ko, ist von der GréBenordnung 10-* Atmosphiaren, K . po, /kp, bei 
dem Sauerstoffdruck einer Atmosphire von der GréBenordnung 10-%. 
Reaktion (3) verliuft also unvollstandiger als Reaktion (1). Immerhin 
ist auch die Messung des Gleichgewichts (3a) schwierig. 

keo ist von der GréBenordnung 10-* Atmospharen, K . peo /keo bei 
dem Kohlenoxyddruck einer Atmosphire von der GréBenordnung 10~?. 
Reaktion (5) verlauft also so unvollstindig, daB man das Gleich- 
gewicht (5a) messen kann. | 

Hat man das Gleichgewicht (5a) bestimmt, so hat man K . poo/kco 
und erhalt daraus durch Multiplikation mit keo/pco die Gleichgewichts- 
konstante K der Reaktion (1). 


Oxydation des Globins durch Ferricyanid. 


Oxydiert Ferricvankalium das Eisen des Himoglobins, so werden 
nach Gleichung (5) ebensoviele Mole Ferricyanid reduziert als Mole 


1 Vgl. dazu O. Warburg u. A. Reid, diese Zeitschr. 242, 149, 1931 
(Oxydation von Haimoglobin durch Methylenblau). 

2 Ich bemerke, daB die Hamoglobine verschiedener Tierarten sich 
verschieden verhalten und daB die Ergebnisse dieser Arbeit ausschlieBlich 
fiir Meerschweinchenhamoglobin gelten. 
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Kohlenoxyd entwickelt. Bestimmt man aber den Verbrauch an Ferri- 
cyanid jodometrisch und vergleicht ihn mit der manometrisch ge- 
messenen Kohlenoxydentwicklung, so findet man, da mehr Ferri- 
eyanid verbraucht als Kohlenoxyd entwickelt wird. Der ,,Extra- 
verbrauch“ an Ferricyanid durch Meerschweinchenhamoglobin hat bei 
20° in etwa 30 Minuten seinen Endwert erreicht; er ist unabhingig von 
der Menge des entwickelten Kohlenoxyds und betrigt 2 Mole Ferricyanid 
pro Grammatom Himoglobineisen (fiir Lésungen von kristallisiertem 
Meerschweinchenhimoglobin). 

Ich habe das Globin des Meerschweinchenhimoglobins von dem 
Haimin getrennt. Wasserige Lésungen des Globins reduzieren Ferri- 
cyanid, der Verbrauch an Ferricyanid betrigt 2 Mole pro Mol Globin. 
Der Extraverbrauch an Ferricyanid in Hamoglobinlésungen ist also 
eine Reduktion des Ferricyanids durch das Globin, und man hat bei 
der Wirkung von Ferricyanid auf Hamoglobin zu unterscheiden zwischen 
einer Reaktion mit Globin und einer Reaktion mit Hamineisen!. 

M.L. Anson und A. FE. Mirsky® haben gezeigt, daB Globin die 
Nitroprussidreaktion der SH-Gruppe gibt, daB man aber aus Himo- 
globin, das mit Ferricyanid in Berithrung war (wie bei der Globin- 
darstellung nach H. Wu*) ein Globin erhilt, das die Nitroprussid- 
reaktion nicht gibt. Die Reduktion des Ferricyanids durch Globin ist 
also wahrscheinlich eine Reduktion durch die SH-Gruppen des Globins. 


Die Reaktion zwischen Ferricyanid und Globin erklirt eine merk- 
wiirdige Erscheinung. Gibt man wenig Ferricyanid zu einer Lésung 
von Kohlenoxydhimoglobin, die mit Kohlenoxyd von Atmospharen- 
druck gesiittigt ist, so wird das zunachst ausgetriebene Kohlenoxyd 
allmahlich von der Lisung wieder aufgenommen. Dieses _,,Zuriick- 
gehen“ riihrt von der Reduktion des Ferricyanids durch das Globin 
hér. Nur wenn man zu den Kohlenoxydhimoglobinlésungen soviel 
Ferricyanid zusetzt, daB das Globin vollstaindig oxydiert wird, bleiben 
die Drucke des ausgetriebenen Kohlenoxyds konstant, nur dann also 
kann man das Gleichgewicht zwischen Ferricyanid und Hamoglobin- 
eisen messen. Es ist das Gleichgewicht zwischen Eisencyanid und einem 
Hamoglobin, dessen SH-Gruppen oxydiert sind. 


? Nach diesem Ergebnis ist zu untersuchen, ob auch Methylenblau 
in zweifacher Art mit Haimoglobin reagiert. In einer Arbeit von O. Warburg 
u. A. Reid (diese Zeitschr. 242, 149, 1931) wurde angenommen, daB die 
Reduktion an Methylenblau durch Hamoglobinlésungen ausschlieBlich 
von der Reduktion durch das zweiwertige Hamineisen herriihre was 
vielleicht falsch war. Warburg. 

2 M.L. Anson u. A. £. Mirsky, J. of Gen. Physiol. 14, 605, 1931. 

3 Hsien Wu, Proc. Soc. Exper. Biol. and Med. (Utica, N. Y.) 26, 741, 
1929. 
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Zu dem Gesagten steht nicht in Widerspruch, daB nach L. Michaelis! 
aus einer Lisung von Oxyhimoglobin durch | Mol Ferricyanid 1 Mol 
Sauerstoff entwickelt wird. In einer Lésung von Oxyhamoglobin 
ist die Konzentration an freiem Hamoglobin so grob, daB die Oxydation 
des Hamoglobineisens schnell verliuft gegen die Oxydation der SH- 
Gruppen des Globins. 

Dissoziationskonstante Aco des Kohlenoxydhimoglobins, 

Um aus dem Gleichgewicht, das sich bei der Einwirkung von 
Ferricyanid auf Kohlenoxydhimoglobin einstellt, die Gleichgewichts- 
konstante K zu berechnen, braucht man die Dissoziationskonstante des 
Kohlenoxydhamoglobins ke o 


Hb. pe 
keo om a. 
HbCO 
Ich habe eine Methode ausgearbeitet, mit der k,,, —- bei etwa 


99 Giger Sattigung des Himoglobins mit Kohlenoxyd -- direkt mano- 
metrisch gemessen werden kann. In den Hauptraum eines kegel- 
formigen MeBgefaBes wurden 2 ccm einer konzentrierten Haimoglobin- 
lésung eingefillt, in die Ansatzbirne 0,2cem 33%ige Ferricyan- 
kaliumlésung, in den Gasraum eine Mischung von 1%, Kohlenoxyd 
und 99°, Argon. War durch Schiitteln Gleichgewicht zwischen Gas- 
raum und Fhissigkeit hergestellt, so wurde das Schiitteln unterbrochen, 
die Gasmischung im Gasraum durch reines Argon ersetzt, 5 Minuten 
zwecks Ausgleichs gewartet und wieder 30 Minuten geschiittelt. Wegen 
der Dissoziation von Kohlenoxydhimoglobin trat hierbei ein Kohlen- 
oxyddruck Ah auf. Wurde dann das Ferricyanid aus der Birne in den 
Hauptraum gegeben, so wurde das Kohlenoxydhimoglobin vollstandig 
zersetzt, und es trat ein im Vergleich zu h groBer Kohlenoxyddruck H auf. 
Da das Verhiltnis freies Himoglobin/Kohlenoxydhamoglobin im Gleich- 
gewicht h/H, der Kohlenoxyddruck im Gleichgewicht h ist?, so ist 
h? 


ko — H e 


Die Dissoziationsdrucke h sind von der GréBenordnung einiger 
Millimeter Wasser. Die Methode ist also nicht sehr genau, aber doch, 
wie ich glaube, alteren Methoden vorzuziehen. Fir kristallisiertes 
Meerschweinchenhamoglobin, gelést in m/10 Borat (px 9,5), fand ich 
bei 20° im Mittel 

keg == 4,3.10-° Atmospharen 
mit einem Fehler von etwa 25%. 

1 LL. Michaelis u. K. Salomon, diese Zeitschr. 234, 107, 1931. 

2 Abgesehen von einigen Korrektionen, die im Versuchsteil angegeben 
sind. 
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Daneben habe ich keg auch aus der Verteilung des Hamoglobins 
zwischen Kohlenoxyd und Sauerstoff bestimmt mit Hilfe der Gleichung 
HbO, PCO __ keo 
HbCO~ Po, ko, , 

Hb . po, 
Hb ¢ dy 
Barcroft gemessen. Das Verhaltnis HbO,/HbCO wurde lichtelektrisch - 
durch Bestimmung der Lichtschwachung fiir die Wellenlange 582 my - 
gemessen. Bezeichnen wir mit « den Lichtabsorptionskoeffizienten 
einer Himoglobinlésung (i = i, e-<¢), so wurden die «-Werte einer 
Hamoglobinlésung bei Sittigung mit Sauerstoff, bei Sattigung mit 
Kohlenoxyd und bei Sattigung mit einem Gemisch von 1 Vol.-°% 
Kohlenoxyd und 99%, Sauerstoff gemessen. War a, der Lichtabsorp- 
tionskoeffizient bei Saittigung mit Sauerstoff, %- 9 der Lichtabsorptions- 

koeffizient bei Sattigung mit Kohlenoxyd, %gemise, der Lichtabsorptions- 

koeffizient bei Sattigung mit dem Gasgemisch, so war 


ko, wurde in der tiblichen Weise manometrisch nach 


HbO, _ &Gemisch &OO 


HbCO &Gemisch — &0, 
Ich fand fiir eine Lésung von kristallisiertem Meerschweinchen- 
hamoglobin in m/10 Borat (py 9,5) bei 20° 


ky, == 4,8.10~4 Atmosphiren 
und 
bO, 
Hb =e Pco = 8,6.10-3, 
HbCO po, 
woraus sich ergibt 


keo = 4,1. 10> § Atmospharen. 


Die Gleichgewichtskonstante K. 


Kristallisiertes Meerschweinchenhamoglobin wurde in m/10 Borat 
(px 9.5) gelést. In den Hauptraum eines kegelférmigen MeBgefibes 
wurden etwa 2 ccm dieser Lésung gegeben, in die Ansatzbirne etwa 
0,2 cem einer Ferricyankaliumlésung. Die Drucke, die beim Mischen 
der Lésungen auftraten, wurden manometrisch gemessen. Waren 
vor Zugabe des Ferricyanids 6 emm CO an Hamoglobin gebunden und 
im Gleichgewicht xcmm CO ausgetrieben, so war im Gleichgewicht 

HbCO b = 


HbOH 4 


Zur Bestimmung des Verhaltnisses Ferricyanid/Ferrocyanid wurde 
die Gleichgewichtslésung mit Wolframsaure gefallt und in dem Filtrat 
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das Ferricyanid jodometrisch mit n/500 Thiosulfat nach W. Mecklenburg? 
bestimmt. Waren a Mole Ferricyanid zugegeben und y Mole bei der 
litration der Gleichgewichtslésung wiedergefunden, so war im Gleich- 
gewicht 

K, Fe(CN), y 

K,Fe(CN), —s* . 

Der Kohlenoxyddruck peo im Gleichgewicht war der Anfangs- 
druck des Kohlenoxyds, vermehrt um den Druck des bei der Reaktion 
ausgetriebenen Kohlenoxyds. Messen wir pow in Atmosphiren, so war 
die Gleichgewichtskonstante A [Gleichung (la) und (5a)}: 


K — K;Fe(ON)g | Hb mm K3Fe(NO)g HbCO ke 
K,Fe(CN), HbOH K,Fe(CN), HbOH peo 
y b—z 42.10-* 
a -¥ a Poo 


wo 4,2.10°® die Dissoziationskonstante des Kohlenoxydhimoglobins 
(in Atmosphiaren) ist. 

Nach diesem Verfahren fand ich fiir Meerschweinchenhimoglobin, 
gelést in m/10 Borat (px 9,5), bei einer Gesamtkonzentration an Eisen- 
eyanid von !/;, Mol/Liter, bei 20°: 

K, Fe(CN), Hb 
K,Fe(GN), HbOH 
mit einem Fehler, den ich auf 25° veranschlage. Der Fehler ist im 
wesentlichen der Fehler bei der Bestimmung von ke. 

In Ubereinstimmung mit Gleichung (5a) macht die Reaktion 
zwischen Ferricyanid und Kohlenoxydhamoglobin um so friher halt, 
je gréBer der Kohlenoxyddruck ist (vgl. Abb. 1). Man findet, wie 
es die Theorie verlangt, die Gleichgewichtskonstante K bei verschie- 
denen Kohlenoxyddrucken gleich. In Gleichung (la) kommt der 
Kohlenoxyddruck nicht vor. 

DaB sich bei der Einwirkung von Ferricyanid auf Kohlenoxyd- 
himoglobin ein wahres Gleichgewicht einstellt, beweist die Konstanz 
von K bei Variation des Kohlenoxyddruckes (Protokoll 1) oder der 
Anfangskonzentration an Kohlenoxydhimoglobin (Protokoll 2). Das 
gleiche beweist der in Abb. 2 dargestellte Versuch, bei dem von ver- 
schiedenen Seiten derselbe Endzustand erreicht wurde. Die Konzentra- 
tionen an Ferricyanid und Hamoglobin waren in den GefiBen I und IT 
anfangs gleich. Der Gasraum von GefaB I enthielt, als das Ferricyanid 
zugegeben wurde, Kohlenoxyd, und es wurde Kohlenoxyd bis zu einem 


K = 3,8.10-7 


1 Siehe hierzu A. Classen, Theorie und Praxis der MaBanalyse, 8. 513. 


Leipzig 1912. 
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bestimmten Endwert ausgetrieben. Der Gasraum von GefaiB LI enthielt 


als das Ferricyanid zugegeben wurde, Luft, und es wurde zunachs' 
das gesamte Haimoglobin zu Methimoglobin oxydiert. \Wurde dann 


die Luft durch Kohlenoxyd verdrangt (Zeit 0 der graphischen Dar 
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Abb. 1, 
Austreibung von Kohlenoxyd aus Kohlenoxydhaimoglobin durch Ferricyankalium bei ver 
schiedenen Kohlenoxyddrucken. 20°, Lisungsmittel m/10 Borat, py 9,5. 





Hauptraum Birne Gasraum 
GefaB [ 2ecem HbCO-L isung 1.2 eem Ky Fe (CN)¢- 10 Vol.-%, CO, 
( 197emm CO) Loésung ( 800 emm) 90 Vol.-°% Argon 
Gefa8 I Dasselbe Dasselbe 39 Vol.-% CO, 
70 Vol-°,, Argon 
Gefab IT . i 100 Vol.-% CO. 
200 ———} 
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Abb. 2. 


Einstellung des Gleichgewichts von verschiedenen Seiten. (20°. Lisungsmittel 2.5 ecm 

m/10 Borat Py 9,5.) Die Himoglobinmenge war in jedem Gefif 197 cmm CO Aquivalent, und die 

Eisencyanidmenge war in jedem Gefif 600 cmm Aquivalent. Gasraum 100 Vol.-’/) Kohlenoxyd. 
Gefi® I: Austreibung von Kohlenoxyd durch Ferricyanid. 


Gefa6 I: Aufnahme von Kohlenoxyd bei der Reaktion zwischen Ferrocyanid und 
Methamoglobin. 
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stellung), so wurde Kohlenoxyd absorbiert, bis derselbe Endzustand 
wie in I erreicht war. 

Variiert man bei der Einwirkung des Ferricyanids auf Kohlen- 
oxydhamoglobin den Salzgehalt der Lésungen, z. B. durch Zusatz von 
Kaliumchlorid oder Kaliumsulfat oder Eisencyanid, so findet man, 
da8 um so mehr Kohlenoxyd ausgetrieben wird, je héher der Salz- 
gehalt der Lésung ist. Ob sich hierbei nur keo andert und K konstant 
bleibt, oder ob sich auch A andert, habe ich noch nicht untersucht. 


Oxydationspotential des Hiimoglobineisens. 
Aus 
Ky Fe(CN)¢_ ; Hb - 38. 10-7 
K,Fe(CN), HbOH =" " 
folgt, daB eine Lésung, in der das Verhaltnis Ferricyanid/Ferrocyanid 
=] ist, im Gleichgewicht ist mit einer Lésung, in der das Verhaltnis 
Hamoglobin /Methimoglobin = 3,8.10-7 ist. Man kann dieses Er- 
gebnis auch so ausdriicken, daB man sagt, die beiden Lésungen haben 
das gleiche Oxydationspotential. ; 

Das Oxydationspotential einer Lésung, in der das Verhiiltnis 
Ferricyanid/Ferrocyanid = 1 ist, finde ich unter den Bedingungen 
meiner K-Bestimmungen gleich -+ 0,423 Volt (gegen die Normal- 
wasserstoffelektrode). Unter den Bedingungen der A-Bestimmung 
ist also das charakteristische Oxydationspotential E, des Himoglobin- 
eisens in Volt 

0,42 = Ey — 0,058 log 3,8 . 10-7 
Ey = + 0,048 


mit einer Unsicherheit von — 0,006 Volt wegen der Unsicherheit in K, 
die 25% betragt. 

J. B. Conant! und J. B. Conant u. L. F. Fieser® haben. das Oxy- 
dationspotential des Hamoglovineisens direkt mit der Elektrode ge- 
messen und fiir Pferdehimoglobin bei py 9,45 Fy = + 0,006 Volt ge- 
funden. 

Aus den Arbeiten von J. B. Conant geht hervor, daB die direkte 
Messung des Haimoglobinpotentials Schwierigkeiten macht. Die Be- 
stimmung der Gleichgewichtskonstanten K ist einfach. Doch muB 
man bedenken, daf8 bei der Bestimmung von K die Oxydation des 
Globin-SH nicht zu vermeiden ist und daB sich méglicherweise das 
Oxydationspotential des Hamoglobineisens andert, wenn man die 
SH-Gruppen des Globins oxydiert. 


1J.B. Conan, J. of biol. Chem. 57, 401, 1923. 
2 J. B. Conant u. L. F. Fieser, ebenda 62. 595, 1924. 
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Vorschriften und Messungen. 
I. Kristallisiertes Meerschweinchenhamoglobin. 
If. Globin aus Meerschweinchenhamoglobin. 
III. Manometrische Bestimmung der Dissoziationskonstante kc, 
des Kohlenoxydhamoglobins. 
IV. Optische Bestimmung der Dissoziationskonstante koo des 
Kohlenoxydhamoglobins. 
V. Bestimmung der Gleichgewichtskonstante K. 


I. Kristallisiertes Meerschweinchenhdmoglobin. 

Durch Schiitteln defibriniertes Meerschweinchenblut wird zentri- 
fugiert. Das Zellsediment wird auf der Zentrifuge dreimal mit 0,9 %iger 
Kochsalzlésung gewaschen und dann mit so viel Wasser versetzt, dab 
das Volumen gleich dem urspriinglichen Blutvolumen ist. Lat man 
1 Stunde bei 37° stehen, so scheidet sich das Hamoglobin in gut aus- 
gebildeten Kristallen ab. Man zentrifugiert und wascht das Kristall- 
sediment auf der Zentrifuge mit Wasser, bis das Waschwasser 
klar ist. Wegen der Schwerléslichkeit des Hamoglobins in Wasser 
sind die Verluste beim Waschen minimal. Um die spezifisch leichten 
Stroma von den schweren Kristallen zu trennen, zentrifugiert man beim 
Waschen mit Wasser so kurz wie méglich. 

Man kann das Haimoglobin umkristallisieren, indem man es in 
m/10 Borat (px 9,5) lést und Kohlensiure durch die Lésung leitet. 
Doch ist das nicht umkristallisierte Haimoglobin im allgemeinen hin- 
reichend rein. 

Ich habe den Schwefelgehalt des Hamoglobins bestimmt und ihn 
mit dem Extraverbrauch an Ferricyanid verglichen. 

Fiir eine Suspension von Hamoglobinkristallen in Wasser wurde 
die Kohlenoxydkapazitaét bestimmt, der Rest der Suspension wurde 
im Vakuumexsikkator getrocknet. 

100 mg der getrockneten Substanz nahmen (feucht gemessen) 102 emm 
CO auf, enthielten also 0,25 mg Eisen, 

98,07 ,, der getrockneten Substanz gaben! 4,196 mg BaSQOy,, enthielten 
also 0,588", 8, 

74,92 ,, der getrockneten Substanz gaben 3,24 mg BaSQ,, enthielten 
also 0,594°, S. 

Meerschweinchenhimoglobin enthalt also pro Atom Eisen 4 Atome 
Schwefel. 

II. Globin aus Meerschweinchenhdmoglobin. 

Meerschweinchenhamoglobinkristalle wurden in n/150 Natronlauge 
bis zur Sattigung gelést. Durch die von den iiberschiissigen Kristallen 


' Im Sauerstoffstrom verbrannt, nach F. Pregl, Quantitative organische 


Mikroanalyse. Berlin 1930. 
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yetrennte Lésung wurde Kohlenoxyd geleitet, bis das Hamoglobin in 
Kohlenoxydhamoglobin iibergefiihrt war. 40 cem der Lésung wurden 
bei 0° mit 40 cem n/5 HCl und 580 cem Ather-Alkohol (130 cem Alkohol, 
450 cem Ather) 1), Minute im Scheidetrichter geschiittelt. Die Globin- 
jésung wurde von der Haminlésung abgelassen, mit 300 cem kaltem 
Wasser verdiinnt und mit 39 cem kalter n/5 Natronlauge neutralisiert. 
Der in der Fhissigkeit geléste Ather wurde sofort im Vakuumexsikkator 
entfernt. Dann wurde im Vakuumexsikkator bei 0° tiber Schwefelsiure 
in 48 Stunden auf etwa 50 bis 60 cem eingeengt. Die cingeengte Lésung 
wurde durch Schiitteln mit dem halben Volumen Aluminiumhydroxyd 
entfirbt und zur Entfernung von Kochsalz und Alkohol 12 Stunden 
bei 0° gegen flieBendes, destilliertes Wasser dialysiert. Die dialysierte 
Lésung enthielt etwa 0,7°%, Globin. Verdampft man sie im Vakuum- 
exsikkator iiber Schwefelsiure zur Trockne, so erhalt man das Globin 
als weiBes, glinzendes Pulver, das sich in Wasser wieder leicht und 
ohne Riickstand lést. 

In dieser Vorschrift sind die Erfahrungen von Fr. N. Schulz!, von 
R. Hill und H. F. Holden? und yon M.L. Anson und A. E. Mirsky® 
verwertet. 

Reaktion des Globins mit Ferricyanid. | 

Es wurden zusammengegeben : 

7 cem Globinlésung, die 7,43 mg Stickstoff enthielten, das sind 45 mg 
Globin, wenn man mit 16,5", Stickstoff rechnet oder 2,88 
. 10-* Mole Globin, wenn man das Molekulargewicht des Globin 
= 15600 setzt. 

l » lmol. Boratlésung (pu 9,5). 

0,2. ,,  Kaliumferricyanidlésung, die 4 mg Kaliumferricyanid enthielten, 
das sind 12,2. 10-* Mole Ferricyanid. 

Die Mischung blieb 30 Minuten bei 20°. Dann wurde das Globin 
durch 3cem 10°%ige Natriumwolframatlésung und 2 ccm n Schwefel- 
siure ausgefailt, zentrifugiert, der Niederschlag mit n/10 .Schwefel- 
siure auf der Zentrifuge gewaschen, zu der eiweibfreien Fliissigkeit 
Kaliumjodid und Zinksulfat zugesetzt* und das ausgeschiedene Jod 
mit n/500 Thiosulfat titriert. Der Verbrauch an n/500 Thiosulfat betrug 
3,43 cem, die 6,86. 10-® Grammatomen Jod oder 6,86 . 10-* Molen Ferri- 
cyanid aquivalent sind. Von den 12,2. 10-® Molen Ferricyanid waren 
5,34 . 10-® Mole durch 2,88 . 10-® Mole Globin verbraucht worden, also 

5,34. 10-% 


Mole Ferricyanid verbraucht/ Mole Globin == 1,86. 
‘ 2.88 . 16-6 


1 Fr. N. Schulz, H. 24, 449, 1898. 

2 R. Hillu. H. F. Holden, Tne Biochem. J. 20, 1326, 1926. 

3 M.L. Anson u. A. BE. Mirsky, The J. of Gen. Physiol. 18, 469, 1930. 
4 Methode von W. Mecklenburg, |. c. 
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III. Manometrische Bestimmung der Dissoziationskonstante keg des 
Kohlenoxydhdmoglobins. 

Das Prinzip der Methode ist im allgemeinen Teil beschrieben. 
h ist der kleine Kohlenoxyddruck, der beim Schiitteln entsteht, nachdem 
die Gasmischung, | Vol.-°%%, Kohlenoxyd, 99 Vol.-°% Argon, durch reines 
Argon verdraingt worden ist. 

H ist der groBe Kohlenoxyddruck, der beim Einkippen des Ferri- 
cyanids aus der Ansatzbirne entsteht. 

Die Sperrfliissigkeit der Manometer war Brodiesche Fliissigkeit, 
von der 10000 mm = 1 Atmosphire sind, die Temperatur war 20°. 

Das Volumen der kegelf6rmigen MeBgefiBe betrug etwa 17 ccm. 
Es wurden eingefiillt: 

in den Hauptraum der MeBgefiBe 2 ccm einer Lésung von kristalli- 

siertem Meerschweinchenhimoglobin in m/10 Borat (px 9,5). 
Kapazitat des Haimoglobins 300 bis 400cmm CO; 

in die Ansatzbirne 0,2 cem 33% ige Kaliumferricyanidlésung ; 

in den Gasraum zunachst 1 Vol.-°, Kohlenoxyd, 99 Vol.-° Argon, 

dann reines Argon. 

Korrektionen. Der Kohlenoxyddruck nach dem Schiitteln mit 
reinem Argon ist der beobachtete Druck 4 mm, vermehrt um 0,5 mm. 
Die Korrektion riihrt von der Differenz der Léslichkeiten des Argons 
(«20° = 0,035) und des Kohlenoxyds («?*° = 0,023) her. 

Der Druck des Kohlenoxyds, das durch Dissoziation des Kohlen- 
oxydhimoglobins frei geworden ist, ist der beobachtete Druck 4 mm, 
vermehrt um 0,17mm. Denn 0,33 mm Kohlenoxyddruck stammen 
von dem Kohlenoxyd, das bei Sattigung mit 1 Vol.-°% Kohlenoxyd in 
den 2cem Hamoglobinlésung physikalisch gelést war (stammen also 
nicht von der Dissoziation des HbCO). 

DaB bei 1 Vol.-°%% CO schon eine kleine Menge HbCO dissoziiert 
ist, kann, wie man sich durch eine einfache Rechnung itiberzeugt, ver- 
nachlassigt werden. 

In 6 Versuchen wurden folgende Drucke beobachtet: 





k (h + 0,17) (Ah +0,5) 
HbCO im Gefib h H co = H 
(emm CQO) 

mm mm mm 
416 + 2.8 + 269 4.02.10? 
416 + 36 + 290 5,33 
416 3,2 + 285 4.46 
281 + 2,2 198 3.20 
281 + 2.6 + 196 4.40 
281 + 2.6 + 198 4,39 


Mittel: 43.107? 
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Driicken wir keg in Atmosphiaren aus, so ist (da 10000 mm Brodie 
1 Atmosphiare) 
keo = 4,3.10-7. 10-4 = 4,3.10-® Atmospharen. 


V. Optische Bestimmung der Dissoziationskonstante koq des Kohlenoxyd- 
hamoglobins. 

Das Prinzip der Methode ist im allgemeinen Teil beschrieben. 
Kristallisiertes Meerschweinchenhimoglobin wurde in m/10 Borat 
(pa 9,5) gelést. Die Konzentration des Hamoglobins (die man fiir die 
Rechnung nicht braucht), betrug etwa 7.10-* Grammatome Fe pro 
Kubikzentimeter. Die Lésung wurde in drei Absorptionstrége gleicher 
Schichtdicke (d = 0,6cm) eingefiillt, das Verhaltnis der Lichtintensitaten 
i, /t am Anfang und Ende des Absorptionsweges wurde fiir die Wellen- 
lange 582 mu lichtelektrisch bestimmt. Die beobachteten Werte waren: 





Bei Sittigung mit 2 In “2 
i i 
a ee ee ae 2,07 0,728 = acg.d 
6s sh, me NS ne 3,35 1,21 Gy. a 
1 Vol.-°,, Kohlenoxyd | 9 KR or : 
99 , Sauerstoff {°° °° 2,08 0,95 “Gemisch* d 


Das Verhaltnis HbO,/HbCO ist also bei Sattigung mit 1 Vol.-% 
Kohlenoxyd 99 Vol.-% Sauerstoff 


HbO, ears “Gemisch — 200 — 0.85 
HbCO @Gemisch ao, 
und die Verteilungskonstante 
HbO, ke 1 ' 
eee . “SO: gas. = 86.10-3. 





HbCO Po, ko, 99 
Fiir ko, fand ich mit der bekannten Barcroftschen Methode 
4,8 . 10-4 Atmosphiaren, also 
keg = 4,8.10-4.8,6.10-3 = 4,1.10 6 Atmosphiaren. 


V. Bestimmung der Gleichgewichtskonstante K. 

Das Prinzip der Methode ist im allgemeinen Teil beschrieben, 
aus den folgenden Protokollen sieht man, wie die manometrischen 
Versuche angeordnet waren. 

Waren die Drucke abgelesen, so wurde das Ferricyanid in den 
Gleichgewichtslésungen bestimmt. 2cem Lésung wurden den MeB- 
gefaBen entnommen und sofort in eine mit Kohlenoxyd gesittigte 
Lésung von 20 ccm Wasser, 3ccm 10°%iger Natriumwolframatlésung 
und 2 cem n Schwefelsiure gebracht. Das Hamoglobin fiel vollstandig 
aus und wurde auf der Zentrifuge mit n/10 Schwefelsiure gewaschen. 
Dann wurden zu der eiweiSfreien Lésung 1 cem 3°, ige Kaliumjodid- 
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10-® Atmospharen. 


kco = 4,2. 
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lésung und 1] cem 8 °ige Zinksulfatlisung 
gegeben! und das ausgeschiedene Jod 
mit n/500 Thiosulfat unter Starkezusatz 
titriert. Die Konzentration des Ferro 
eyanids wurde aus der Anfangskonzen- 
tration des Eisencyanids und der durch 
Titration gefundenen Endkonzentration 
des Ferricyanids berechnet. 


Zur Kontrolle wurde mehrfach auBer 


dem Ferricyanid auch die Summe Ferri- 
cyanid + Ferrocyanid Gleich- 
Die mit 
Wolframsaure enteiweiBte Lésung wurde 


in den 


gewichtslésungen bestimmt. 


mit Natriumacetat schwach essigsauer 


gemacht und mit einem Uberschu8 von 
Kaliumpermanganat versetzt?, wodurch 
das Ferrocyanid zu Ferricyanid oxydiert 
Das Kalium- 
permanganat wurde durch Kaliumjodid 


wurde. uberschiissige 
reduziert, das ausgeschiedene Jod durch 
Thiosulfat beseitigt. Dann 
Lésung mit Saure stark sauer gemacht, 
Zinksulfat im UberschuB zugesetzt und 
das durch Ferricyanid in Freiheit ge- 
setzte Jod mit n/500 Thiosulfat titriert. 
Die so gefundene Summe Ferricyanid 


wurde die 


-+- Ferrocyanid war immer gleich der bei 
dem 
Eisencyanid. 

Das Ergebnis der in den Protokollen 
1 und 2 mitgeteilten Versuche ist in der 
folgenden Tabelle zusammengestellt. 
Wiahrend die Konzentrationen in den Pro- 
tokollen in Kubikmillimeter angegeben 
sind (1Grammatom Eisen = 22400 cemm), 
sind die Konzentrationen in der Tabelle 
in Grammatomen Eisen pro Liter an- 
gegeben. 


Versuch zugesetzten Menge an 


! Methode von W. Mecklenburg, siehe 
A. Classen, Theorie und Praxis der Mab- 
analyse, 8. 513. Leipzig 1912. 


2 Methode von W. Mecklenburg. ebenda 
S. 515. 
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Berichtigung 


zu der Arbeit von C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 252 


215, 1982. 
Seite 218 Zeile 9 und 10 von oben mu es hei®en: 


OH OH OH 
CH3—C ~CH — CH;—C —COH — 
SO, Na SO,Na SO. Na 
OH 
CH, .€ COOH 
SO; Na 
(statt: 
Oll OH OH 
CH,—CH —CH — CH,—CH COH — 
SO, Na SO,Na SO;Na 
OH 
CH;—C H< —COOH),. 
SO, Na 
Berichtigung. 


In der Abhandlung von S. Balachowsky und Mitarbeitern, diese 
Zeitschr. 252, 371, 1932, lies: Zeile 19 von oben tertedren Natriumcitrat 
(statt Natriumcitrat) ; Zeile 13 von unten lies: 20 %iger (statt 5 Giger). 


Berichtigung. 


In der Arbeit von E.Glimm und M. Nitzsche: ,,.Uber die Entstehung 
der Apfelsiure bei der alkoholischen Garung in Gegenwart von Asparagin 
und Asparaginséure“, diese Zeitschr. 258, 318, 1932, soll es auf §. 326, 
Tabelle Ill b, unter Ansatz Nr. 1 heiBen: py = 3,4; auf 8. 331, unter 5: 
.»Bernsteinséureamid wird nicht angegriffen“. 
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